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S v e d b e r g ,  u n i d a d  de v e l o c i d a d  de s e d i m e n t a c i o n  
S o b r e n a d a n t e  de l a  c e n t r i f u g a c i d n  d e l  S30 a  
lOOOOOxg
S o b r e n a d a n t e  de l a  c e n t r i f u g a c i d n  de  l i s a d o s  c e lu -
l a r e s  de E.  c o l i  a  30000xg
S e r i n a ,  s e r i l -
R ibosom a  de P r o c a r i o n t e s
S i t i o  r i b o s d m i c o  a c e p t o r
S i t i o  r i b o s d m i c o  d o n a d o r
A c ido  t r i c l o r o a c e t i c o
N, N, N’ , N' t e t r a m e t i l e n - e t i l e n - d i a m i n a
S u b u n id a d  r i b o s d m i c a  p e q u e n a  en  P r o c a r i o n t e s
T r i s - ( h i d r o x i m e t i l ) a m i n o m e t a n o
RNA de t r a n s f e r e n c i a
tRNA e s p e c i f i c o  p a r a  f e n i l a l a n i n a
tRNA e s p e c i f i c o  p a r a  t i r o s i n a
T i r o s i n a ,  t i r o s i n i l -
Codones  de t e r m i n a c i d n
V a l i n a
V o lu m e n /v o lu m e n
En c u a n t o  a  l a s  a b r e v i a t u r a s  de l a s  u n i d a d e s  de m e d id a ,  se  
b a n  s e g u i d o  l a s  r e c o m e n d a c i o n e s  a c t u a l e s  d e l  s i s t e m a  m e t r i c o  d e c i m a l .  
P a r a  l a s  a b r e v i a t u r a s  de  l o s  a m i n o a c i d o s ,  a c i d o s  n u c l e i c o s  y  n u c l e o -  
t i d o s  hemos s e g u i d o  l a s  norm as  d a d a s  p o r  l a  lUPAC-IUB C om m iss ion  o f  
B i o c h e m i c a l  N o m e n c l a t u r e ,  r e c o g i d a s  en  l a s  s i g u i e n t e s  r e v i s t a s :
J .  B i o l .  Chem. (1 9 6 6 )  2 4 1 . 2491;  J .  B i o l .  Chem. (1 9 7 4 )  2_ ^ ,  1 .
CAPITULO I
I N T R O D U C C I O N
1 . 1 .  B i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s
1 . 2 .  I n h i b i d o r e s  e s p e c i f i c o s  de  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s
1 . 3 .  P l a n t e a m i e n t o  de n u e s t r o  t r a b a j o
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1 , 1 .  B i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s
La b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  e s  un  p r o c e s o  ex t rem ad araen te  
c o m p l e j o  q u e ,  j u n t o  con l a  r e p l i c a c i o n  y l a  t r a n s c r i p c i o n  d e l  HîA, 
c o n d u c e  a  l a  t r a n s f e r e n c i a  de i n f o r m a t i o n  g e n é t i c a  en l o s  s e r e s  v i ­
v o s .  E x c e p to  a l g u n o s  p e q u e h o s  p o l i p é p t i d o s ,  t o d a s  l a s  p r o t e i n a s  se  
s i n t e t i z a n  p o r  e l  mismo mecanismo b à s i c o ,  e l  c u a l  e s  a p a r e n t e m e n t e  
g e n e r a l  en  t o d o  e l  mundo v i v o .  E l  p r o c e s o  de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  
e s  e l  r e s u l t a d o  de un  g r a n  numéro de e t a p a s  c o o r d i n a d a s  y so n  lo s  r i ­
bosomas l a s  p a r t i c u l a s  c e l u l a r e s  e n c a r g a d a s  de l l e v a r l o  a  c a b o .
En r e s u m e n ,  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  i m p l i c a :  a )  e l  comien- 
zo de l a  s i n t e s i s  de u n a  c a d e n a  p r o t é i c a  en e l  s i t i o  c o r r e c t e  de l  RNA 
m e n s a j e r o ,  b)  e l  m o v im ie n to  d e l  r i b o s o m a  a  l o  l a r g o  d e l  m e n s a j e r o  y 
c o n c o m i t a n t e m e n t e  l a  p o l i m e r i z a c i d n  de l a  c a d e n a  p e p t i d i c a  y c )  l a  l i ­
b e r a c i d n  de l a  c a d e n a  c o m p l é t a  d e l  r i b o s o m a  s e g u i d a  p o r  e l  comienzo 
de l a  s i n t e s i s  de u n a  n u e v a  c a d e n a .  E s t a s  t r è s  f a s e s  d e l  c i c l o  se  d e -  
nora inan  i n i c i a c i d n ,  p o l i m e r i z a c i d n  y t e r m i n a c i d n ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  y 
l a s  d i v i s i o n e s  e n t r e  e l l a s  so n  i n e v i t a b l e m e n t e  u n  poco a r b i t r a r i a s .
A c o n t i n u a c i d n ,  h a re m o s  u n a  b r e v e  d e s c r i p c i d n  de l a s  t r è s  e t a p a s  de 
l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en  E. c o l i , c e n t r a n d o n o s  mas d e t a l l a d a m e n t e  
en l a  s e g u n d a  e t a p a ,  l a  p o l i m e r i z a c i d n  de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s ,  p o r  
s e r  e l  tem a  f u n d a m e n t a l  de n u e s t r o  t r a b a j o .
I . l . l .  A c t i v a c i d n  de l o s  a m i n o a c i d o s
P r e v i a m e n t e  a  l a  e t a p a  de i n i c i a c i d n  de l a  s i n t e s i s  l e  l a
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c a d e n a  p r o t é i c a , t i e n e  l u g a r  en  l a  c é l u l a  l a  a c t i v a c i o n  d e l  g r u p o  c a r -  
b o x i l o  de l o s  a m i n o a c i d o s  y a  c o n t i n u a c i d n  l a  e s t e r i f i c a c i d n  d e l  m i s ­
mo con un  tRNA e s p e c i f i c o .  Cada m o l é c u l a  de tRNA l l e v a  l a  i n f o r m a c i d n  
c o m p l e m e n t a r i a  a l  m e n s a j e  g e n é t i c o  en  su  a n t i c o d d n  y p o r  a p a r e a m i e n t o  
de b a s e s  con  e l  coddn  a p r o p i a d o  d e l  RNA m e n s a j e r o ,  o r d e n a  a  l o s  a m i ­
n o a c i d o s  en  su  s e c u e n c i a  c o r r e c t a  p a r a  l a  p o l i m e r i z a c i d n .  S i l o  s i g n i -  
f i c a  que t a n t o  l a  a c t i v a c i d n  como l a  e s t e r i f i c a c i d n  de l o s  a m i n o a c i d o s  
con  l a  m o l é c u l a  de tRNA d e b e n  s e r  a l t a m e n t e  e s p e c i f i c a s .  Los r e s p o n ­
s a b l e s  de ambos p r o c e s o s  so n  un  g r u p o  de e n z im a s  c o n o c i d o  como a m in o ­
a c i l - t R N A  s i n t e t a s a s ,  l a s  c u a l e s  p o s e e n  l a  c a p a c i d a d  de r e c o n o c e r  e s -  
p e c i f i c a m e n t e  e l  a m i n o a c i d o  y su  tRNA c o r r e s p o n d i e n t e .
La e t a p a  de a c t i v a c i d n  de l o s  a m i n o a c i d o s  no p a r e c e  r e q u é ­
r i r  l a  i n t e r v e n c i d n  d e l  r i b o s o m a .  E l  a m i n o a c i d o  se  a c t i v a  en p r e s e n c i a  
de ATP y de l a  e n z im a ,  m e d i a n t e  l a  f o r m a c i o n  de un  c o m p l e j o  e n z i m a -  
- a m i n o a c i d o a d e n i l a d o  . P o s t e r i o r m e n t e  e l  a m i n o a c i d o  se  t r a n s f i e r e  a l  
tRNA c o r r e s p o n d i e n t e  con  l a  l i b e r a c i d n  de AMP y l a  r e g e n e r a c i d n  de  l a  
e n z im a  l i b r e .  E l  a m in o a c i l - tR N A  fo rm ad o  p o s e e  t a n  a l t o  n i v e l  de e n e r -  
g i a  como l a  m o l é c u l a  de ATP. D ic h a  e n e r g i a  s e r a  u t i l i z a d a ,  como v e r e -  
mos mas a d e l a n t e ,  d u r a n t e  l a  p o l i m e r i z a c i d n  de  l a s  c a d e n a s  p o l i p e p t i -  
d i c a s ,  c o n c r e t a m e n t e  en  l a  f o r m a c i d n  de  c a d a  e n l a c e  p e p t i d i c o .  ( Ka- 
l o u s e k  y K o n i g s b e r g ,  1 9 75 ,  r e v i s i d n ;  O fen gan d ,  1977 ,  r e v i s i d n ) .
1 . 1 . 2 .  I n i c i a c i d n  de l a  c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a
La f a s e  de i n i c i a c i d n  de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  c o m p re n -  
d e  t o d a s  l a s  e t a p a s  que t i e n e n  l u g a r  e n t r e  l a  l i b e r a c i d n  d e l  r i b o s o m a
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de u n a  c a d e n a  p r o t é i c a  c o m p l é t a  y l a  f o r m a c i o n  d e l  c o m p le jo  de i n i c i a ­
c i o n  de l a  s i g u i e n t e  c a d e n a  a  s i n t e t i z a r  p o r  d ic i io  r i b o s o m a .  E s t e  com­
p l e j o  de i n i c i a c i o n  e s t a  c o n s t i t u i d o  p o r  e l  r ib o so m a*  e l  RNA m e n s a j e r o  
y e l  a m i n o a c i l - t R N A  i n i c i a d o r .  Una s e r i e  de f a c t o r e s  p r o t é i c o s  I E - 1 ,  
I F - 2  e I F - 3  p r é s e n t e s  en e l  l i q u i d e  de l a v a d o  de l o s  r i b o s o m a s  con  a l -  
t a  c o n c e n t r a c i d n  de s a l e s ,  d i r i g e n  l a  f o r m a c i d n  de d i c h o  c o m p le jo  de 
i n i c i a c i d n .  Las f u n c i o n e s  a s i g n a d a s  a  c a d a  uno de e s t o s  f a c t o r e s ,  a s i  
como l a s  r e a c c i o n e s  que t i e n e n  l u g a r  d u r a n t e  l a  i n i c i a c i d n ,  se  m u e s t r a n  
e s q u e m a t i z a d a s  en  l a  F i g u r a  1 . 1 .
En p r i m e r  l u g a r ,  e l  r i b o s o m a  70S se  d i s o c i a  en dos  s u b p a r -  
t i c u l a s  30s  y 50s .  Dos f a c t o r e s  i n t e r v i e n e n  en e l  e q u i l i b r i o  de e s t a  
r e a c c i d n ,  e l  I F - 1  i n c r e m e n t a n d o  l a  v e l o c i d a d  de l a  d i s o c i a c i d n  d e l  r i ­
bosoma y e l  I F - 3  que a l  u n i r s e  a  l a  s u b u n i d a d  303 b l o q u e a  l a  a s o c i a -  
c i d n  con  l a  s u b u n i d a d  mayor  d e l  r i b o s o m a .  E l  c o m p l e j o  fo rm ado  p o r  l a  
s u b u n i d a d  30S,  I F - 1  e I F - 3  f i j a  a l  RNA m e n s a j e r o  en u n a  p o s i c i d n  c e r -  
c a n a  a l  cod dn  de i n i c i a c i d n .  E l  f a c t o r  I F - 3  t a m b i e n  i n t e r v i e n e  en  e l  
r e c o n o c i m i e n t o  de l o s  s i t i o s  de i n i c i a c i d n .  A c o n t i n u a c i d n ,  se  une  e l  
a m i n o a c i l - t R N A  i n i c i a d o r  p o r  a p a r e a m i e n t o  de su  a n t i c o d d n  con  e l  c o ­
ddn i n i c i a d o r  d e l  RNA m e n s a j e r o ,  s i t u â n d o s e  en  e l  s i t i o  r i b o s d m i c o  d o -  
n a d o r ( P ) .  En o r g a n i s m o s  p r o c a r i d t i c o s ,  e l  i n i c i a d o r  u n i v e r s a l  e s  e l  
f o r m i l - m e t i o n i l - t R N A ^  que p r o c é d é  de l a  f o r m i l a c i d n  d e l  m e t i o n i l - t R N A ^  
p o r  u n a  e n z im a  t r a n s f o r m i l a n t e . La f i j a c i d n  d e l  f -m e t - tR N A ^  a  l a  s u b ­
u n i d a d  3 0 s v i e n e  m e d i a t i z a d a  p o r  e l  f a c t o r  I F - 2 ,  en  p r e s e n c i a  de  GTP.
En e s t a  e t a p a ,  e l  f a c t o r  I F - 3  se  d e s p r e n d e  d e l  c o m p l e j o  de i n i c i a c i d n  
3 0 s ,  d i c h o  c o m p le jo  puede  f i j a r  e n t o n c e s  l a  s u b u n i d a d  508 dando  l u g a r  
a l  c o m p l e j o  de i n i c i a c i d n  70S.  C o n c o m i t a n t e m e n t e ,  se  h i d r o l i z a  u n a  
m o l é c u l a  de GTP y e s t a  h i d r d l i s i s  o c a s i o n a  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  IF - 2
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70S 5 0 3 ^ 3 0 8 - I F - 1 ' I F - 3  
mRNA
3 0 8 'm R N A 'I F - 1 ' I F - 3  
f - m e t - tR N A .
I F - 3
I F - 2
GTP
3 0 8 ' mRNA• f - m e t - tR N A ^ ' I F - 1 • I F - 2 • GTP 
508
7 0 8 ' mRNA' f - m e t - tR N A ^ ' I F - 1 • I F - 2 • GTP
‘GDP+P.
V i F - l  
ViF-2
7 0 S 'mRNA'f -met- tRNA^
F i g u r a  1 . 1 . -  Esquema de  l a  f a s e  de i n i c i a c i o n  de l a  s i n t e *  
s i s  de p r o t e i n a s  en  E. c o l i ,  s e g u n  l a  d e s c r i p c i d n  h e c h a  en e l  t e x t o .
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d e l  c o m p l e j o  70S ( l a  v e l o c i d a d  de  e s t e  p r o c e s o  e s  i n c r e m e n t a d a  p o r  
I F - 1 ) ,  Los t r e s  f a c t o r e s  de i n i c i a c i o n  s e  d e s p r e n d e n  en e l  t r a n s c u r -  
so  de l a  f o r m a c i o n  d e l  c o m p le jo  y p u e d e n  v o l v e r  a  u t i l i z a r s e  en  un 
n u ev o  c i c l o  de i n i c i a c i o n .  E l  c o m p l e j o  de i n i c i a c i o n  70S f o r m a d o , e s  
a h o r a  c a p a z  de f i j a r  un  seg u n d o  a m i n o a c i l - t R N A ,  comenzando l a  e lo n g a -  
c i o n  de  l a  c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a .  ( J a c k s o n ,  1975 ,  r e v i s i o n ;  R e v e l ,  
1977 ,  r e v i s i d n ;  N a a k t g e b o r e n ,  T e s i s  d o c t o r a l ,  1 9 7 6 ) .
1 . 1 . 3 .  P o l i m e r i z a c i d n  de l a  c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a
E l  c i c l o  de  a l a r g a m i e n t o  de l a  c a d e n a  p e p t i d i c a  se  h a  d i -  
l u c i d a d o ,  en  g r a n  p a r t e ,  g r a c i a s  a  l o s  e x p e r i m e n t o s  r e a l i z a d o s  con 
s i s t e m a s  m o d e lo s  p u r i f i c a d o s ,  en  l o s  que s e  u t i l i z a  como m e n s a j e r o  un 
h o m o p o l i n u c l e d t i d o  s i n t d t i c o  ( e l  a c i d o  p o l i u r i d i l i c o )  que c o d i f i c a  l a  
s i n t e s i s  de l a  p o l i f e n i l a l a n i n a .
E s t e  s i s t e m a  r é s u l t a  muy a p r o p i a d o  p a r a  e l  e s t u d i o  de  l a  
p o l i m e r i z a c i d n  p u e s t o  que en é l  no t i e n e  l u g a r  n i  l a  i n i c i a c i d n ,  n i  
l a  t e r m i n a c i d n .
La f a s e  de p o l i m e r i z a c i d n  de l a  c a d e n a  p e p t i d i c a  c o m p rend s  
t r e s  e t a p a s  c o n s e c u t i v a s  b i e n  d i f e r e n c i a d a s : 1 ) l a  f i j a c i d n  d e l  amino- 
a c i l - t R N A  d i r i g i d a  p o r  e l  RNA m e n s a j e r o ,  2) l a  f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  
p e p t i d i c o  y 3 ) l a  t r a n s l o c a c i d n .
I . 1 . 3 . 1 .  F i j a c i d n  d e l  a m in o a c i l - tR N A
Al t e r m i n e  de l a  i n i c i a c i d n ,  e l  r i b o s o m a  fo rm a  un  co ra p le -
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j o  con  e l  RNA m e n s a j e r o  y con e l  tRNA i n i c i a d o r  ( f - m e t - tR N A ^ )  s i t u a d o  
en e l  l l a m a d o  s i t i o  d o n a d o r ( P )  d e l  r i b o s o m a .  P a r a  e m p eza r  e l  p r o c e s o  
de p o l i m e r i z a c i d n ,  u n a  m o l é c u l a  de  a m in o a c i l - tR N A  e s p e c i f i c a d a  p o r  e l  
coddn  3 ' p rdx im o  a l  coddn  i n i c i a d o r  se  f i j a  a l  s i t i o  r i b o s d m i c o  a c e p -  
t o r ( A ) ,  E s t a  f i j a c i d n  r e q u i e r e  en  e l  r i b o s o m a  p r o c a r i d t i c o , l a  p a r t i -  
c i p a c i d n  de l o s  f a c t o r e s  de p o l i m e r i z a c i d n  EP-Tu y EF-Ts y l a  h i d r d ­
l i s i s  de GTP ( N i s h i z u k a  y L ipm ann,  1 9 6 6 a ; R a v e l ,  1 9 6 7 ) .  EF-Ts y EF-Tu 
s e  e n c u e n t r a n  a s o c i a d o s  en  l a  f r a c c i d n  s o b r e n a d a n t e  de  l a s  c é l u l a s  de 
E. c o l i  fo rm and o  E F - T ( L u c a s - L e n a r d  y L ipmann,  1 9 6 6 ) .  E l  f a c t o r  EF-Tu 
e s  t e r m o l a b i l  y t i e n e  un  p e s o  m o l e c u l a r  de 4 20 0 0 -4 6 0 0 0  D a l t o n - ( M i l l e r  
y W e i s s b a c h ,  197 7 ,  r e v i s i d n ) .  En c o n t r a s t e ,  EF-Ts e s  t e r m o e s t a b l e  y 
su  p e s o  m o l e c u l a r  s e  e s t i m a  e n t r e  2 8 .5 0 0  y 3 4 .0 0 0  D a l t o n  (Hachmann y 
c o l s . ,  1 9 7 1 ; . A r a i  y c o l s ,  1 9 7 3 ) .
E l  f a c t o r  EF-Tu p rom ueve  l a  f i j a c i d n  d e l  a m in o a c i l - tR N A  a l  
r i b o s o m a  v i a  un  c o m p le jo  t e r n a r i o  aa- tRNA*SF-Tu.GTP. Cuando e s t e  i n -  
t e r m e d i a r i o  i n t e r a c c i o n a  con  e l  r i b o s o m a  en  p r e s e n c i a  d e l  m e n s a j e r o ,  
e l  aa-tRNA se  t r a n s f i e r e  a l  s i t i o  r i b o s d m i c o  a c e p t o r ;  c o n c o m i t a n t e m e n ­
t e  l a  m o l é c u l a  de GTP se  h i d r o l i z a  y e l  f a c t o r  EF-Tu se  d e s p r e n d e  d e l  
r i b o s o m a  como EF-Tu-GDP ( L u c a s - L e n a r d  y H a e n n i ,  1968 ;  S h o re y  y c o l s . ,  
1 9 6 9 ) .  E s t e  c o m p l e j o  b i n a r i o  s e  d i s o c i a  muy l e n t a m e n t e ,  d a d a  l a  g r a n  
a f i n i d a d  d e l  EF-Tu p o r  e l  GDP ( M i l l e r  y V /e is sb a ch ,  1 9 7 0 a ) .  La f u n c i d n  
de EF-Ts e s  p r e c i s a m e n t e  c a t a l i z a r  e l  i n t e r c a m b i o  de GDP p o r  GTP, en  
e l  c o m p le jo  b i n a r i o ,  p a r a  f o r m a r  EF-Tu*GTP e l  c u a l  p u ed e  i n t e r a c c i o n a r  
con  u n a  n u e v a  m o l é c u l a  de aa-tRNA ( M i l l e r  y W e i s s b a c h ,  1 9 7 0 b ) .  P o r  
c o n s i g u i e n t e  e l  EF-Ts i n t e r v i e n e  en e l  r e c i c l a m i e n t o  d e l  EF-Tu,  p e r m i -  
t i e n d o  que e s t e  f a c t o r  f  u n d o n e  c a t a l i t i c a m e n t e  en  e l  c i c l o  de f i j a ­
c i d n  ( W e i s s b a c h  y c o l s . ,  1970 ;  E r t e l  y c o l s . ,  1 9 6 8 ) .  Resum irem os  l a s
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r e a c c i o n e s  que t i e n e n  l u g a r  en  l a  e t a p a  de f i j a c i d n ,  en l a s  s i g u i e n t e s  
e c u a c i o n e s :
EF-Tu*GDP-t EF-Ts ^ EF-Tu*EF-Ts + GDP
E F - T u * E F - T s + GTP ----- ^ EF-Tu*GTP+ EF-Ts
aa-tRNA-h EF-Tu*GTP a a - tR N A . EF-Tu* GTP
aa-tRNA • EF-Tu* GTP-H R i b .  * mRNA 7 aa-tRNA* R i b .  * mRNA+• SF-Tu* GDP-h P^
La h i d r d l i s i s  d e l  GTP prom ueve  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  f a c ­
t o r  EF-Tu de l a  s u p e r f i c i e  r i b o s d m i c a .  S i  s e  s u s t i t u y e  e l  GTP p o r  s u s  
a n a l o g o s  no h i d r o l i z a b l e s  GMPPCP 0 GMPPNP, se  f i j a  e l  a m in o a c i l - tR N A  
a l  r i b o s o m a  ( S k o u l t c h i  y c o l s . ,  1970)  p e r o  p e rm a n e c e n  u n i d o s  a l  mismo 
e l  EF-Tu y e l  n u c l e o t i d o  de g u a n o s i n a  que i n c a p a c i t a n  a l  aa-tRNA, r e -  
c i e n t e m e n t e  f i j a d o ,  p a r a  p a r t i c i p a r  en  l a  f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  p e p t i ­
d i c o  (Ono y c o l s . ,  1 9 6 9 ) .
I . l . 3 . 2 .  F o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o
La f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  en  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i ­
n a s ,  t i e n e  l u g a r  i n m e d i a t a m e n t e  d e s p u e s  de  l a  f i j a c i d n  d e l  aa- tRNA a l  
s i t i o  r i b o s d m i c o  A. E s t e  p r o c e s o  i m p l i c a  l a  t r a n s f e r e n c i a  de l a  c a d e ­
n a  p e p t i d i c a  n a c i e n t e  (o  b i e n  d e l  r e s i d u o  f - m e t i o n i l  en e l  p r i m e r  e n ­
l a c e  p e p t i d i c o ) ,  d e l  p e p t i d i l - t R N A  s i t u a d o  en  e l  s i t i o  P a l  a m i n o a c i l -  
-tRNA f i j a d o  e n  e l  s i t i o  A. E l i o  sup o n e  l a  r o t u r a  d e l  e n l a c e  e s t e r  d e l  
p e p t i d i l - t R N A  (o  d e l  f - m e t - tR N A )  y l a  f o r m a c i d n  de un  e n l a c e  p e p t i d i c o
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con  e l  g r u p o X  -  amino d e l  a m i n a c i l - t R N A  ( H a r r i s  y P e s t k a ,  1977 ,  r e v i ­
s i o n )  .
La e n t i d a d  c a t a l i t i c a  r e s p o n s a b l e  de e s t e  p r o c e s o  se  d e n o -  
m ina  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a  ( Monro y c o l s . ,  1 9 6 7 ) .  D ic h a  a c t i v i d a d  e n ­
z i m a t i c a  e s  u n a  p a r t e  i n t é g r a n t e  de l a  s u b u n i d a d  mayor  d e l  r i b o s o m a  
(Monro,  1967;  Maden y c o l s . ,  1968)  y c o n s t a  de d o s  s i t i o s  de f i j a c i d n  
p a r a  l o s  s u s t r a t o s  y un  c e n t r o  c a t a l i t i c o .  La a c t i v i d a d  p e p t i d i l - t r a n s -  
f e r a s a  no p r é c i s a  n i  f a c t o r e s  s o l u b l e s ,  n i  f u e n t e s  de e n e r g i a  e x t e r n a ,  
p u e s t o  que l a  e n e r g i a  n e c e s a r i a  p a r a  l a  f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  
s e  o b t i e n e  de l a  h i d r d l i s i s  d e l  e n l a c e  e s t e r  d e l  p e p t i d i l - t R N A .
En e l  e s t u d i o  de l a  f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  como 
r e a c c i d n  a i s l a d a ,  h a  s i d o  de g r a n  a y u d a  e l  u s o  de  un  a n t i b i d t i c o  n u -  
c l e o s i d i c o ,  l a  p u r o m i c i n a  ( un  a n a l o g o  de l a  p o r c i d n  a m i n o a c i l a d e n o s i -  
n a  t e r m i n a l ,  comun a t o d o s  l o s  a m i n o a c i l - t R N A s )  ( Y a r m o l i n s k y  y de  La 
Haba,  1 9 5 9 ) .  E s t e  a n t i b i d t i c o  c o n s t i t u y e  un  s u s t r a t o  a c e p t o r  a p r o p i a ­
do p a r a  l a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a  y e s  c a p a z  de r e a c c i o n a r  con e l  p e p t i ­
d i l - t R N A  d e l  s i t i o  d o n a d o r ,  fo rm ando  p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  ( M o r r i s  y 
S c h w e e t ,  1961 ;  R a b i n o v i t z  y  F i s h e r ,  1962)  l a  c u a l  s e  d e s p r e n d e  d e l  r i ­
bosoma,  i n t e r r u m p i é n d o s e  l a  e l o n g a c i d n  de l a  c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a  ( P e s t  
k a ,  1 9 7 1 ) .
E s t u d i o s  de r e a c t i v i d a d  de d i s t i n t o s  s u s t r a t o s  con  l a  p u r o ­
m i c i n a ,  h a n  p r o p o r c i o n a d o  u n a  d e f i n i c i d n  o p e r a c i o n a l  p a r a  l o s  s i t i o s  
r i b o s d m i c o s  a c e p t o r  (A) y d o n a d o r  ( P ) ,  de t a l  f o r m a  que l o s  s u s t r a t o s  
que r e a c c i o n a n  con  l a  p u r o m i c i n a  en a u s e n c i a  d e  f a c t o r e s  y GTP, s e  
c o n s i d e r a n  s i t u a d o s  en  e l  s i t i o  P,  m i e n t r a s  que l o s  s u s t r a t o s  no r e -  
a c t i v o s  con d i c h o  a n t i b i d t i c o  e s t a r â n  s i t u a d o s  en e l  s i t i o  A ( T r a u t  y 
Monro,  1 9 6 4 ) .
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I . 1 . 3 . 3 .  T r a n s l o c a c i o n
D e sp u es  de l a  f o r m a c i o n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o ,  e l  p e p t i d i l -  
-tRNA q u e d a  f i j a d o  en  e l  s i t i o  A y e l  tRNA d e s a c i l a d o  en e l  s i t i o  P .  
P a r a  que l a  p o l i m e r i z a c i o n  de l a  c a d e n a  p e p t f d i c a  c o n t i n u e  e s  p r e c i s e  
que e l  ' p e p t i d i l - t R N A  t r a n s l o q u e  d e l  s i t i o  A a l  P ,  p u d i e n d o  e n t o n c e s  
f i j a r s e  un  nuevo  a m in o a c i l - tR N A  en  e l  s i t i o  A d e s o c u p a d o .  E s t e  p r o c e -  
so  se  con o ce  con  e l  nombre de t r a n s l o c a c i o n  y e s  uno de l o s  mas com- 
p l i c a d o s  de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .  En l a  t r a n s l o c a c i o n  o c u r r e n  s i -  
m u l t a n e a m e n t e  t r e s  r e a c c i o n e s  i n t i m a m e n t e  r e l a c i o n a d a s : 1 ) m o v im ie n to  
d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  A a l  P, 2) a v a n c e  d e l  RNA m e n s a j e r o  en  l a  
l o n g i t u d  de un  codon  y 3) e y e c c i o n  d e l  tRNA d e s a c i l a d o  d e l  s i t i o  P.
La t r a n s l o c a c i o n  r e q u i e r e  l a  p a r t i c i p a c i o n  d e l  f a c t o r  de e l o n g a c i o n  G 
y l a  h i d r o l i s i s  de u n a  r a o l é c u l a  de GTP ( Conway y Lipmann,  1964;  N i s h i -  
z u k a  y L ipm ann,  1 9 6 6 b ) .
E l  f a c t o r  de e l o n g a c i o n  G e s  u n a  p r o t e i n a  d e l  s o b r e n a d a n t e  
y su p o n e  a l r e d e d o r  d e l  2% de l a  p r o t e i n a  t o t a l  de E. c o l i  ( L e d e r  y 
c o l s . ,  1 9 6 9 ) .  C o n s i s t e  en u n a  c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a  s e n c i l l a  cuyo p e s o  
m o l e c u l a r  e s t a  c o m p re n d id o  e n t r e  72000 y 84000 D a l t o n  ( K a z i r o  y c o l s .  
1 9 7 2 ;  P a r m e g g i a n i  y G o t t s c h a l k ,  1 9 6 9 ) .  La i m p l i c a c i o n  d e l  f a c t o r  G y 
d e l  GTP en  l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  s e  e s t u d i o  en r i b o s o m a s  
que t e n i a n  e l  s i t i o  P o cupado  p o r  un  a m i n o a c i l - t R N A .  E s t e s  r i b o s o m a s  
p u e d e n  f i j a r  u n a  n u e v a  m o l ë c u l a  de  a m i n o a c i l - t R N A  en e l  s i t i o  A dando  
l u g a r  a  l a  f o r m a c i o n  de un  d i p e p t i d i l - t R N A ,  e l  c u a l  r e q u i e r e  l a  p r e s e n -  
c i a  de EF-G y de GTP p a r a  r e a c c i o n a r  con  l a  p u r o m i c i n a .  A s i  mismo, l a  
p o s t e r i o r  e l o n g a c i o n  d e l  d i p e p t i d i l - t R N A  fo r m a d o ,  d e p e n d e  de l a  a d i c i o n  
d e l  f a c t o r  y de GTP ( H a e n n i  y L u c a s - L e n a r d ,  1968 ;  E rb e  y c o l s . ,  1 9 6 9 ) .
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S s t o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  que d e s p u e s  de l a  f o r m a c i o n  d e l  e n l a c e  p e p ­
t i d i c o ,  e l  p e p t i d i l - t R N A  q u e d a  f i j a d o  a l  s i t i o  A y p r é c i s a  d e l  SP-G 
y de GTP p a r a  t r a n s l o c a r  a l  s i t i o  P.
E x i s t e n  muchos d a t o s  e x p é r i m e n t a l e s  que i n d i c a n  que e l  mo­
v i m i e n t o  d e l  p e p t i d i l - t R N A  y d e l  RNA m e n s a j e r o  o c u r r e n  s i m u l t a n e a m e n -  
t e ,  E l  m o v im ie n to  r e l a t i v o  d e l  RNA m e n s a j e r o  en  l a  l o n g i t u d  de t r e s  
n u c l e o t i d o s ,  p e r m i t s  l a  t r a d u c c i o n  de l o s  s u c e s i v o s  c o d o n e s  d e l  m en sa -
i
j e  g e n e t i c o ;  h a  s i d o  e s t u d i a d o  p o r  d i f e r e n t e s  t e c n i c a s  y t o d a s  e l l a s  
m u e s t r a n  e l  r e q u e r i m i e n t o  de EF-G y de GTP ( G u p ta  y c o l s . ,  1 9 71 ;  Thach 
y T hach ,  1 9 7 1 ) .  E s t e  mismo r e q u e r i m i e n t o  se  o b s e r v a  en  l a  t e r c e r a  r e a c -  
c i o n  d e l  p r o c e s o  de t r a n s l o c a c i o n ,  l a  s a l i d a  d e l  tRNA d e s a c i l a d o  d e l  
s i t i o  r i b o s o m i c o  P.  La e y e c c i o n  d e l  tRNA p r é c i s a  que e l  s i t i o  a c e p t o r  
e s t é  o c up ad o  con  tRNA a c i l a d o  o d e s a c i l a d o ,  ( K u r i k i  y Ka-ji,  1968 ;  
L u c a s - L e n a r d - y  H a e n n i ,  1969)  y t r a n s c u r r e  a  l a  misma v e l o c i d a d  que l a  
t r a n s l o c a c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  A a l  P, l o  c u a l  s u g i e r e  que 
ambos a c o n t e c i m i e n t o s  e s t â n  e s t r e c h a m e n t e  r e l a c i o n a d o s  ( L u c a s - L e n a r d  
y H a e n n i ,  1 9 6 9 ) .
S i  b i e n  se  h a  o b t e n i d o  u n a  e x t e n s a  i n f o r m a c i o n  s o b r e  l a s  
i n t e r a c c i o n e s  de EF-G, GTP y e l  r i b o s o m a ,  e l  m ecanism o e x a c t o  d e l  p r o ­
c e s o  de t r a n s l o c a c i o n  a  n i v e l  m o l e c u l a r  e s  a c t u a l m e n t e  d e s c o n o c i d o .
Se h a n  p r o p u e s t o  v a r i a s  t e o r i a s ,  a l g u n a s  de l a s  c u a l e s  s u g i e r e n  que 
e l  r i b o s o m a  s u f r e  c am b ios  c o n f o r m a c i o n a l e s  s u s t a n c i a l e s  d u r a n t e  e s t e  
c o m p l e j o  p r o c e s o .  Los cam b io s  o b s e r v a d o s  en  l a  e s t r u c t u r a  d e l  r i b o s o ­
ma s e  b a s a n  en  e l  i n c r e m e n t o  d e l  i n t e r c a m b i o  de t r i t i o ,  o b s e r v a d o  en 
l o s  r i b o s o m a s  p o s t r a n s l o c a d o s  (Chuang y S im pson ,  1971)  y en  l a  d i f e -  
r e n t e  v e l o c i d a d  de s e d i m e n t a c i o n  de l o s  c o m p l e j o s  r i b o s o m i c o s  p r e  y 
p o s t r a n s l o c a d o s ,  d u r a n t e  l a  c e n t r i f u g a c i o n  a  a l t a  v e l o c i d a d  ( S c h r i e r
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y N o l l ,  1 9 7 1 ) .  S i n  em bargo ,  l a  i n t e r p r e t a c i o n  de e s t o s  r e s u l t a d o s  r é ­
s u l t a  p r o b l e m a t i c a  ( I n f a n t e  y B a i e r l e i n ,  1971) ,  d a d a  l a  t e n d e n c i a  de 
l o s  r i b o s o m a s  a  s u f r i r  d i s o c i a c i o n e s  p a r c i a l e s  cu and o  e s t a n  s o m e t i d o s  
a  a l t a s  f u e r z a s  c e n t r i f u g a s .
1 . 1 . 3 . 3 . 1 .  H i d r o l i s i s  de GTP a s o c i a d a  a  l a  t r a n s l o c a c i o n
E l  p a p e l  de l a  h i d r o l i s i s  de GTP en e l  p r o c e s o  de t r a n s l o -  
c a c i o n ^ n o  e s t a  t o d a v i a  muy c l a r o .  Se h a  c o n s i d e r a d o  d u r a n t e  muchos a -  
n o s  que  l a  h i d r o l i s i s  de GTP j u g a b a  un  p a p e l  d e c i s i v e  en e s t e  p r o c e s o ,  
p e r o  r e c i e n t e s  e s t u d i o s  h a n  d e m o s t r a d o  que e l  r e q u e r i m i e n t o  no e s  a b ­
s o l u t e .  En e f e c t o ,  l o s  a n a l o g o s  no h i d r o l i z a b l e s  d e l  GTP, GppNHp y 
GppCHgP, en  p r e s e n c i a  de c a n t i d a d e s  e s t e q u i o m e t r i c a s  de EF-G p u e d e n  
s u s t i t u i r  a l  GTP en  l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  A a l  
P ( In o u e -Y o k o sa w a  y c o l s . ,  1974 ;  M o d o l e l l  y c o l s . ,  1 9 7 5 ) .  E s t o s  r e ­
s u l t a d o s  p a r e c e n  i n d i c a r  que l a  t r a n s l o c a c i o n  r é s u l t a  de l a  c o r r e c t a  
f i j a c i o n  d e l  EF-G en  e l  r i b o s o m a ,  y que l a  h i d r o l i s i s  de GTP e s  n e c e -  
s a r i a  p a r a  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  f a c t o r ,  p e r m i t i e n d o  a s i  su  r e c i c l a -  
j e .  P o r  c o n s i g u i e n t e ,  e l  p a p e l  de  l a  h i d r o l i s i s  de GTP en e s t a  r e a c -  
c i o n ,  s e r i a  a n a l o g o  a l  p r o p u e s t o  en l a  f i j a c i o n  d e l  a m i n o a c i l - t R N A  
(Yokosawa y c o l s . ,  1975;  G i r b e s  y c o l s . ,  1976)  y en  l a  f o r m a c i o n  d e l  
c o m p l e j o  de  i n i c i a c i o n  (Benne y Voorma, 1 9 7 2 ) ,  e s  d e c i r ,  e l  d e s p r e n ­
d i m i e n t o  de  SF-Tu e I F - 2  r e s p e c t i v a m e n t e .
La d e t e r m i n a c i o n  d e l  numéro de m o l é c u l a s  de GTP h i d r o l i z a -  
d a s  en  c a d a  c i c l o  de  e l o n g a c i o n ,  e s  d i f i c i l  d e b i d o  a  u n a  g r a n  a c t i v i -  
dad G T P â s ic a  que se  o b s e r v a  a l  m e z c l a r  r i b o s o m a s  y EF-G, en  a u s e n c i a
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de l a  t r a n s l o c a c i o n  ( a p a r t a d o  I . I . 3 . 5 . 2 . ) ,  H a s t a  e l  momento, l a  m e jo r  
e s t i m a c i o n  se  h a  r e a l i z a d o  en  n u e s t r o  l a b o r a t o r i o ,  y e s  de a l  menos 
d o s  m o l é c u l a s  de GTP h i d r o l i z a d a s  p o r  c a d a  e n l a c e  p e p t i d i c o  fo rm ado  
( C a b r e r  y c o l s . ,  1 9 7 6 ) ;  u n a  m o l é c u l a  s e  consüme en  l a  f i j a c i o n  d e l  
a m i n o a c i l - t R N A  y l a  o t r a  en  l a  r e a c c i o n  de t r a n s l o c a c i o n .
g
1 . 1 . 3 . 3 . 2 ,  I n t e r a c c i o n  d e l  EP-G con  e l  r i b o s o m a ,  d e s a c o n l a d a  de
l a  t r a n s l o c a c i o n  
0 ------------------------------
^  E l  f a c t o r  G p u e d e  i n t e r a c c i o n a r  con  e l  r i b o s o m a  en  a u s e n c i a
de mRNA y t R N A . a c i l a d o  o d e s a c i l a d o  (Conway y Lipm ann,  1 9 6 4 ) .  En p r e ­
s e n c i a  de GTP se  f o rm a  un  c o m p le jo  t e r n a r i o  i n e s t a b l e  GTP*^E P - G * r i b o s o ­
ma, que c o n d u c e  a l a  h i d r o l i s i s  c a t a l i t i c a  y d e s a c o p l a d a  d e l  GTP (Con­
way y L ipm ann ,  1964 ;  N i s h i z u k a  y L ipmann,  1 9 6 6 b )d a n d o  l u g a r  a  l a  f o r ­
m ac io n  de  GDP*EF-G*ribosoma, t a r a b ié n  i n e s t a b l e .  La h i d r o l i s i s  de GTP 
puede  o c u r r i r  i g u a lm e .n te  en  p r e s e n c i a  de s u b u n i d a d e s  50S, a u nq u e  en 
e s t e  c a s o  l a  a c t i v i d a d  h i d r o l i t i c a  e s  m ener  ( M o d o l e l l  y c o l s , ,  1 9 7 1 ) .  
En p r e s e n c i a  d e l  a c i d o  f u s i d i c o ,  un  a n t i b i o t i c o  e s t e r o i d i c o  i n h i b i d o r  
de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  i n  v i v o , l a  a c t i v i d a d  G T P â s ic a  d e s a c o p l a ­
d a  de l a  t r a n s l o c a c i o n  se  i n h i b e  d r a s t i c a m e n t e  p o r  l a  f o r m a c i o n  d e l  
c o m p l e j o  a s t a b l e  G D P*E F-G *r ibosom a*âc ido  f u s i d i c o ,  de e s t e q u i o m e t r i a  
1 ; 1 : 1 ; 1  ( B o d l e y  y c o l s . ,  1970 a  y b ) .  E s t e  c o m p l e j o  p u ed e  a i s l a r s e  f a -  
c i l m e n t e  p o r  f i l t r a c i o n  en  M i l l i p o r e  o p o r  c e n t r i f u g a c i o n  en g r a d i e n -  
t e  de  s a c a r o s a .  Los a n â l o g o s  no h i d r o l i z a b l e s  d e l  GTP, GppCHgP y 
GppNHp, p u e d e n  s u s t i t u i r  a l  GTP en l a  f o r m a c i o n  d e l  c o m p le jo  t e r n a r i o ;  
en  e s t e  c a s o  l o s  c o m p l e j o s  fo rm a d o s  so n  mucho mas e s t a b l e s  y no r e -
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q u i e r e n  l a  p r e s e n c i a  d e l  a c i d o  f u s i d i c o  p a r a  s u  a i s l a m i e n t o  ( K a z i r o  y 
c o l s . ,  1 9 6 9;  P a r m e g g i a n i  y G o t t s c h a l k ,  19 6 9;  M o d o l e l l  y c o l s . ,  1 9 7 1 ) .
1 . 1 . 4 .  T e r m i n a c i o n  de l a  c a d e n a  p e p t f d i c a
Cuando se  h a n  t r a d u c i d o  l o s  t r i p l e t e s  d e l  RNA m e n s a j e r o  
que c o d i f i c a n  p a r a  u n a  c a d e n a  p r o t e i c a ,  l a  l l e g a d a  de un  codon  " s i n  
s e n t i d o "  im p id e  l a  c o n t i n u a c i o n  de  l a  s i n t e s i s  y c a u s a  l a  l i b e r a c i o n  
de l a  p r o t e i n a  c o m p l é t a .  E s t a  p r o t e i n a  se  l i b e r a  d e l  r i b o s o m a  p o r  l a  
h i d r o l i s i s  de su  u n i o n  e s t e r  con  e l  tRNA.
La e t a p a  de t e r m i n a c i o n  t i e n e  l u g a r  en e l  r i b o s o m a  y  r e q u i e ­
r s  l a  p a r t i c i p a c i o n  de f a c t o r e s  p r o t é i c o s  d e l  s o b r e n a d a n t e ,  d e n o ra in a -  
dos  f a c t o r e s  de l i b e r a c i o n  o t e r m i n a c i o n  RE-1,  RE-2 y RE-3.  Los c o d o ­
n e s  " s i n  s e n t i d o "  que r e c o n o c e n  d i c h o s  f a c t o r e s  s o n  l o s  c o d o n e s  "âm- 
b a r "  y  " o c r e " ,  UAG y UAA r e s p e c t i v a m e n t e ,  a s i  como un  t e r c e r  c o d o n  
UGA. E l  f a c t o r  RE-1 e s  a c t i v o  f r e n t e  a  UAG y UAA, p e r o  no f r e n t e  a  
UGA. E l  o t r o  f a c t o r ,  RE-2 ,  r e c o n o c e  a  l o s  c o d o n e s  UAA y UGA y e s  i n a c ­
t i v e  f r e n t e  a  UAG. E l  RE-3 p o t e n c i a  l a  a c c i o n  de RE-1 y RE-2 a u n q u e  
se  d e s c o n o c e  su  f u n c i o n  i n  v i v o .
E l  c e n t r e  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a  p a r e c e  e s t a r  i m p l i c a d o  en 
l a  h i d r o l i s i s  d e l  p e p t i d i l - t R N A .  E s t a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  s e  e s t i m u -  
l a  p o r  l a  p r e s e n c i a  de l o s  f a c t o r e s  de t e r m i n a c i o n  en e l  r i b o s o m a .
P o r  o t r a  p a r t e ,  h a y  t a m b i e n  e v i d e n c i a  d e l  r e q u e r i m i e n t o  en e s t e  p r o c e ­
so  de l a  h i d r o l i s i s  d e l  GTP ( p o s i b l e m e n t e  n e c e s a r i a  p a r a  e l  d e s p r e n d i ­
m ie n t o  de  l o s  f a c t o r e s  de  l a  s u p e r f i c i e  r i b o s o m i c a ) . Una v e z  d e s p r e n -  
d i d a  l a  c a d e n a  p e p t f d i c a  c o m p l é t a  y l o s  f a c t o r e s  de t e r m i n a c i o n ,  q u e -
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dan  en  e l  r i b o s o m a  e l  tRNA d e s a c i l a d o  y e l  RNA m e n s a j e r o .  E l  p r o c e s o  
de d i s o c i a c i o n  de e s t e  c o m p l e j o  a s i  como l o s  r e q u e r i m i e n t o s  n e c e s a r i o s  
d e l  mismo so n  poco c o n o c i d o s ;  e l  f a c t o r  G ademas de o t r o  nuevo  f a c t o r ,  
e l  RRE, p a r e c e n  e s t a r  i m p l i c a d o s  en e s t e  p r o c e s o  ( H i r a s h i m a  y K a j i ,  
1972) .  R e v i s i o n e s  c o n s u l t a d a s :  C a sk e y ,  1977 ;  M o d o l e l l  y V a zq u e z ,  197 5 .
En l a  F i g u r a  1 . 2  s e  r e p r é s e n t a  e s q u e m a t i c a m e n t e  l a  s i n t e s i s  
de p r o t e i n a s ( e t a p a s  de p o l i m e r i z a c i o n  y t e r m i n a c i o n ) .
1 . 1 . 5 .  E s t r u c t u r a  d e l  r i b o s o m a
Al d e s c r i b i r  l a  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s ,  a p e n a s  hemos e x -  
p l i c a d o  l a  e s t r u c t u r a  d e l  o r g a n o  s u b c e l u l a r  e n c a r g a d o  de  l l e v a r l a  a  
c a b o ,  e l  r i b o s o m a .  E s t a s  p a r t i c u l e s  c o n s t i t u y e n  u n a  p a r t e  s u s t a n c i a l  
de l a  c e l u l a  ( a p r o x i m a d a m e n t e  e l  60% d e l  p e s o  s e c o  de E. c o l i ) dado  
s u  p a p e l  c e n t r a l  en  e l  m é t a b o l i s m e  c e l u l a r  ( T i s s i e r e s  y c o l s . ,  1 9 5 9 ) .
E l  r i b o s o m a  de  E. c o l i  t i e n e  un  c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a ­
c i o n  de 70 u n i d a d e s  S v e d b e r g  (70S)  y e s t a  c o n s t i t u i d o  p o r  a c i d o  r i b o -  
n u c l e i c o  y p r o t e i n a s .  C o n s t a  de dos  s u b u n i d a d e s  de d i f e r e n t e  tamano 
con  un  c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i o n  de 30 y 50 u n i d a d e s  S v e d b e rg  (30S 
y  50s r e s p e c t i v a m e n t e ) ,  l a s  c u a l e s  en  c o n d i c i o n e s  de M g ^ a p r o x i m a d a s  
a  l a s  de  l a  c e l u l a  se  u n e n  p a r a  f o r m a r  e l  r i b o s o m a  70S ( T i s s i e r e s  y 
c o l s . ,  1959) .
A p ro x im ad am en te  d o s  t e r c i o s  de l a  m asa  d e l  r i b o s o m a  e s  RNA. 
La s u b u n i d a d  p e q u e n a  30S t i e n e  u n a  m o l é c u l a  de RNA 16S y l a  s u b u n i -  
dad  mayor t i e n e  d o s  m o l é c u l a s ,  u n a  de RNA 23S y l a  o t r a  de RNA 5S 
( K u r l a n d ,  I 9 6 0 ;  R o s s e t  y c o l s . ,  1 9 6 4 ) .  La f r a c c i o n  p r o t é i c a  d e l  r i b o -
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Factores do terminacion 
P ro te ina  te rm inada
I
F i g u r a  1 . 2 . -  R e p r e s e n t a c i o n  e s q u e m a t i c a  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i ­
n a s  en  E. c o l i .Tomada de M o d o l e l l  y V azquez  ( 1 9 7 5 ) .
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soma r e p r é s e n t a  t a n  s o l o  un  t e r c i o  de su  masa y e s t a  c o n s t i t u i d a  p o r  
53 p r o t e i n a s  d i s t i n t a s .  S I  a n â l i s i s  e l e c t r o f o r é t i c o  en g e l  de p o l i a -  
c r i l a m i d a  m u e s t r a  que h a y  21 p r o t e i n a s  en  l a  s u b u n i d a d  p e q u e n a  y 32 
en l a  s u b u n i d a d  mayor ( K a l t s c h m i d t  y W it tm a n n ,  1970 ;  P e t t e r s o n  y c o l s . ,  
1976 ;  O s t e r b e r g  y c o l s . ,  1 9 7 7 ) .
Sn l a  T a b l a  1 , 1  se  e x p r e s a n  a l g u n a s  c a r a c t e r i s t i c a s  f i s i c a s  
d e l  r i b o s o m a  de 3 .  c o l i .
La d i s p o s i c i o n  t r i d i m e n s i o n a l  d e l  r i b o s o m a  de E. c o l i  s e  
h a  e s t u d i a d o  p o r  m i c r o s c o p i a  e l e c t r o n i c a .  Las d i f e r e n t e s  i n t e r p r e t a -  
c i o n e s  d a d a s  a  l o s  r e s u l t a d o s  p o r  e l  g r u p o  de S t d f f l e r  y V/i t tmann 
(1 9 7 7 )  y  e l  de Lake y c o l s . ( 1 9 7 4 ) ,  h a n  s u g e r i d o  dos  m o d e lo s  e s t r u c t u -  
r a l e s  que d i f i e r e n  f u n d a m e n ta l m e n te  en l a  d i s p o s i c i o n  de l a s  s u b u n i ­
d a d e s  y en  l a  s i m e t r i a  de l a s  m ism as .
En c u a n t o  a l  modelo  f u n c i o n a l  d e l  r i b o s o m a ,  e l  mas a c e p t a -  
do a c t u a l m e n t e  e s  e l  modelo  con  d o s  s i t i o s  p a r a  t r a n s l o c a c i o n ,  o r i g i -  
n a l m e n t e  p r o p u e s t o  p o r  W atson (1 9 6 4 )  y p o r  T r a u t  y Monro ( 1 9 6 4 ) .  3 e -  
gun e s t e  m o d e lo ,  e l  r i b o s o m a  t i e n e  d o s  s i t i o s  de f i j a c i o n  p a r a  e l  tRNA 
d e n o m in a d o s  s i t i o  P ( s i t i o  d o n a d o r )  y s i t i o  A ( s i t i o  a c e p t o r ) .  E s t o s  
dos  s i t i o s  e s t a n  b i e n  d e f i n i d o s  en  l a  s u b u n i d a d  503 ( v e r  a p a r t a d o
1 . 1 . 3 . 2 ) ;  en cam bio  se  h a  a s u m id o ,  p o r  r a z o n e s  e s t r u c t u r a l e s ; q u e . en  
l a  s u b u n i d a d  p e q u e n a  s o l o  h a b r i a  un  s i t i o  p a r a  l a  i n t e r a c c i o n  d e l  
mRNA y d e l  tRNA y que c o r r e s p o n d e r i a  a l  s i t i o  A ( K u r l a n d ,  1 9 7 2 ) .  S i n  
em bargo ,  r e c i e n t e m e n t e  s e  h a n  a p o r t a d o  d a t o s  que s u g i e r e n  ademas l a  
e x i s t e n c i a  de u n a  i n t e r a c c i o n  s i m i l a r  en  e l  s i t i o  P (Wurmbach y N i e r -  
h a u s ,  1 9 7 9 ) .  P o r  t a n t o ,  p a r e c e  que l o s  do s  s i t i o s  r i b o s o m i c o s  c o m p re n -  
den  p a r t e  de ambas s u b u n i d a d e s .
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T a b l a  I . I . -  C a r a c t e r i s t i c a s  f i s i c a s  de l o s  r i b o s o m a s  y s u b u n i d a d e s  
de E.  c o l i .
R ibosom as S u b u n i d a d e s
C o e f i c i e n t e  de 
s e d i m e n t a c i o n
70S 505 503 ( a )
P e so  m o l e c u l a r
X 10^ 2 , 4 9 0 , 8 7 1 , 5 5  (b )
? 260 145±3 145*3 148±4 (o )
a )  T i s s i e r e s  y c o l s . ,  1959
b) K o p p e l ,  1974
c )  H i l l  y c o l s . ,  1969
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1 . 1 . 6 ,  R e l a c i o n  e n t r e  e s t r u c t u r a  y f u n c i o n  d e l  r i b o s o m a
E l  r i b o s o m a  e s  un  c o m p l e j o  m u l t i m a c r o m o l e c u l a r  c u y a s  p r o -  
p i e d a d e s  f u n c i o n a l e s  v i e n e n  d e t e r m i n a d a s  p o r  n u m e r o s a s  i n t e r a c c i o n e s  
c o o p e r a t i v a s  e n t r e  s u s  c o m p o n e n te s ,  RNA y p r o t e i n a s .  E s t e  o r g a n u l o  t i e ­
ne  s i t i o s  de  f i j a c i o n  p a r a  e l  mRNA, tRNA, f a c t o r e s  e t c . ,  l o s  c u a l e s  
i n t e r a c c i o n a n  con  e l  en  u n a  s e c u e n c i a  t e m p o r a l  y e s p a c i a l  muy p r é c i s a .  
S i n  em bargo ,  e l  r i b o s o m a  no e s  un  s o p o r t e  i n e r t e  donde  t i e n e  l u g a r  l a  
s i n t e s i s  de  p r o t e i n a s ,  s i n o  que e l  mismo p a r t i c i p a  i n t i m a m e n t e  y mo­
d u l a  l a s  r e a c c i o n e s  s u f r i e n d o  c a m b io s  c o n f o r m a c i o n a l e s  d u r a n t e  l a  s i n ­
t e s i s .
Aunque se  c o n o c e n  b i e n  l o s  a s p e c t o s  f u n c i o n a l e s  d e l  p r o c e ­
so  de t r a d u c c i o n ,  q u e d a n  t o d a v i a  p o r  e l u c i d a r  l o s  m ecan ism os  m o l e c u l a -  
r e s  y l a  i d e n t i d a d  de l o s  c o m p o n e n te s  r i b o s o m i c o s  i m p l i c a d o s  en e s t e  
p r o c e s o  t a n  c o m p l e j o .  Sn e s t e  a s p e c t o ,  h a  s i d o  de g r a n  a y u d a  e l  d i s e -  
no y l a  u t i l i z a t i o n  de s i s t e m a s  m o d e lo s  e x p é r i m e n t a l e s  (q u e  p e r m i t e n  
e s t u d i a r  a i s l a d i m e n t e  l a s  d i s t i n t a s  e t a p a s  en que podemos d i v i d i r  l a  
s i n t e s i s  p r o t e i c a ) ,  e l  e s t u d i o  d e l  modo de  a c c i o n  de a n t i b i o t i c o s ,  l a  
o b t e n c i o n  de m u t a n t e s  r i b o s o m i c o s  e t c . ,  e t c .
1 . 2 .  I n h i b i d o r e s  e s p e c i f i c o s  de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s
E n t r e  l o s  m e to d o s  u t i l i z a d o s  en  e l  e s t u d i o  de l a  b i o s i n t e ­
s i s  de p r o t e i n a s ,  o c u p a  un  l u g a r  d e s t a c a d o  e l  u s o  de a n t i b i o t i c o s  que 
b l o q u e a n  e s p e c i f i c a m e n t e  d i v e r s a s  e t a p a s  de d i c h o  p r o c e s o .  L as  i n v e s -  
t i g a c i o n e s  s o b r e  e l  modo de a c c i o n  de e s t o s  a g e n t e s  i n h i b i d o r e s  so n
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de g r a n  u t i l i d a d  no s o l o  p o r  s u s  i m p o r t a n t e s  a p l i c a c i o n e s  f a r m a c o l o g i -  
c a s ,  s i n o  t a m b i e n  p o r q u e  n o s  a y u d a n  a c o n o c e r  mas p r o f u n d a m e n te  l o s  
m ecan ism o s  m o l e c u l a r e s  de l a s  d i s t i n t a s  e t a p a s  de  l a  s i n t e s i s , i n h i b i -  
d a s .
En e l  t r a b a j o  que h a  dado l u g a r  a  e s t a  t e s i s  hemos u t i l i -  
zado  v a r i o s  t i p o s  de a n t i b i o t i c o s .  De e l l o s ,  l a  p u r o m i c i n a  y e l  a c i d o  
f u s i d i c o  s e  e m p le a n  en d o s  s i s t e m a s  m odelo  i n  v i t r o  que e s t u d i a n  dos  
r e a c c i o n e s  t i p i c a m e n t e  r i b o s o m i c a s :  l a  f o r m a c i o n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  
y l a  i n t e r a c c i o n  d e l  f a c t o r  G con  e l  r i b o s o m a , r e s p e c t i v a m e n t e  ( v e r  a -  
p a r t a d o s  I . 1 . 3 . 2  y I . 1 . 3 . 3 . 2 ) .  E l  modo de a c c i o n  de e s t o s  d o s  compues- 
t o s  h a  s i d o  o b j e t o  de n u m e r o s o s  e s t u d i o s  y se  c o n o c e  con  c l a r i d a d .
D e s c r i b i r e m o s  a  c o n t i n u a c i o n ,  mas d e t a l l a d a m e n t e ,  e l  o t r o  
g r a n  g r u p o  de  a n t i b i o t i c o s  o b j e t o  de n u e s t r o  e s t u d i o ,  l o s  a n t i b i o t i c o s  
a m i n o g l i c o s i d i c o s .
1 . 2 . 1  A n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s
B a jo  e s t e  nombre se  a g r u p a  a  un  a m p l i o  numéro de c o m p u e s to s  
que p o s e e n  u n a  g r a n  d i v e r s i d a d  f u n c i o n a l  y e s t r u c t u r a l .  De e n t r e  t o -  
d o s  e l l o s  hemos c e n t r a d o  n u e s t r o  t r a b a j o  en  l o s  s i g u i e n t e s :  N a o m ic in a s  
B y C, p a r o m o m ic i n a ,  r i b o s t a m i c i n a  y n e a m in a  ( d e l  g r u p o  de l a s  n e o m i-  
c i n a s ) ;  l a s  K a n a m i c i n a s  A y B y t o b r a m i c i n a  ( p e r t e n e c i e n t e s  a l  g ru p o  
de l a s  K a n a m i c i n a s ) ;  l a s  g e n t a m i c i n a s  C^, s i s o m i c i n a  y v e r d a m i c i -
n a ;  l a  e s t r e p t o m i c i n a  y e l  a n t i b i o t i c o  r e l a c i o n a d o , b l u e n s o m i c i n a  y 
p o r  u l t i m o  l a  h i g r o m i c i n a  B. L as  e s t r u c t u r a s  q u i m i c a s  de e s t o s  com­
p u e s t o s  se  m u e s t r a n  en  l a s  F i g u r a s  1 . 3 ,  1 . 4  y 1 . 5  ( Umezawa, 1 9 7 5 ) ,  
con  e x c e p c i o n  de l a  v e r d a m i c i n a  aun  p o r  e l u c i d a r .
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F i g u r a  1 . 4 . -  E s t r u c t u r a  q u i m i c a  de l a s  k a n a m i c i n a s  y g e n t a m i c i n a s .
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F i g u r a  1 . 5 . -  E s t r u c t u r a  q u i m i c a  de  l a  e s t r e p t o m i c i n a ,  b l u e n s o m i c i n a  
e h i g r o m i c i n a  B.
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Como c a r a c t e r i s t i c a s  comunes a  t o d o s  e l l o s  podemos s e h a -
l a r  :
a) un residuo aminoazucar en su estructura.
b) naturaleza cationica.
c)  un amplio espectro de actividad antibacteriana.
d) i n d u c e n  e r r o r e s  en  l a  l e c t u r a  d e l  m e n s a j e  g e n é t i c o ,  que r é s u l t a  en  
l a  i n c o r p o r a c i o n  de a m i n o â c i d o s  que no c o r r e s p o n d e n  a  l o s  t r i p l e ­
t e s  c o d i f i c a n t e s  d e l  RNA m e n s a j e r o .
e )  t i e n e n  e f e c t o  b a c t e r i c i d a , a  d i f e r e n c i a  de o t r o s  i n h i b i d o r e s  de  l a  
s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en b a c t e r i a s ,  que so n  b a c t e r i o s t a t i c o s  (V az ­
q u e z ,  1979).
E l  r e s i d u o  a m i n o a z u c a r  e s  un  r e q u i s i t e  i n d i s p e n s a b l e  p a r a  
l a  a c t i v i d a d  b i o l o g i c a  de l o s  a n t i b i o t i c o s  a m i n o a z u c a r a d o s  ( T a n a k a  y 
c o l s . ,  1967 ;  Masukawa y T a n a k a ,  1968;  D a v i e s ,  1 9 7 0 ) ,  S i n  em b argo ,  e s ­
t e  r e s i d u o  no e s  s u f i c i e n t e , p u e s  debe  e s t a r  u n i d o  a  o t r o s  a m i n o a z u c a -  
r e s  d i s t i n t o s  p a r a  p e r m i t i r  l a  a c t i v i d a d  b i o l o g i c a  d e l  a n t i b i o t i c o  
( B e n v e n i s t e  y D a v i e s ,  1 9 7 3 ) .
Atendiendo a la naturaleza del resto aminoazucar podemos 
distinguer: los antibioticos que poseen deoxiestreptamina (los grupos 
de las neomicinas, kanamicinas, gentamicinas e higromicina B),  es- 
treptamina (estreptomicina) y bluensidina (bluensomicina)(Vazquez, 
1979). Como veremos en el capitulo de resultados, el efecto de los 
antibioticos aminoglicosidicos en la sintesis de proteinas,guarda una 
estrecha relacion con su mayor o menor complejidad estructural, asi 
como con la naturaleza del aminoazucar que posean.
Los a n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  s e  h a n  c o n s i d e r a d o  t r a -  
d i c i o n a l m e n t e  como d r o g a s  que i n t e r f e r i a n  con  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s
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p o r  f i j a r s e  a  l a  s u b u n i d a d  30S ( P e s t k a , r e v i s i o n ,  1 9 7 7 ) .  D eb ido  a su  
c a p a c i d a d  p a r a  i n d u c i r  e r r o r e s  en  e l  p r o c e s o  de t r a d u c c i o n  se  c l a s i -  
f i c a r o n  como un  g r u p o  de c o m p u e s t o s  hom ogeneo ,  con  un  m ecanism o de 
a c c i o n  muy s i m i l a r .  S i n  em b a rg o ,  D a v i e s  y D a v i s ,  en  e l  ano  1968 ,  su- 
g i r i e r o n  y a  l a  c o n s i d e r a b l e  h e t e r o g e n e i d a d  de e s t o s  a n t i b i o t i c o s  en  
c u a n t o  a  s u  e f e c t o  en  l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  d i r i g i d a  p o r  p o l i n u -  
c l e ô t i d o s  s i n t e t i c o s .  A c t u a l m e n t e ,  l a s  d i f e r e n c i a s  en  e l  s i t i o  y e l  
modo de a c c i o n  de  e s t a s  d r o g a s  s e  h a n  p u e s t o  de m a n i f i e s t o  m e d i a n t e  
e s t u d i o s  b i o q u i m i c o s  y g e n é t i c o s .
1 . 2 . 1 . 1 .  La e s t r e p t o m i c i n a  y a n t i b i o t i c o s  r e l a c i o n a d o s
D e n t r o  d e l  g r u p o  de l o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s ,  l a  e s t r e p t o m i ­
c i n a  y l o s  a n t i b i o t i c o s  r e l a c i o n a d o s  ( b l u e n s o m i c i n a ,  d i h i d r o e s t r e p t o -  
m i c i n a , e t c . )  s o n  s i n  d u d a  l o s  a n t i b i o t i c o s  mas e s t u d i a d o s .  E s t o s  com­
p u e s t o s  s e  f i j a n  e s p e c i f i c a m e n t e  a  un  s i t i o  r i b o s o m i c o  l o c a l i z a d o  en 
l a ^ s u b u n i d a d  30S (Chang y F l a s k ,  197 2 ;  S c h r e i n e r  y N i e r h a u s ,  1 9 7 3 ) .  
La i n t e r a c c i o n  d e l  a n t i b i o t i c o  c o n  d i c h a  s u b u n i d a d  p a r e c e  s e r ,  no 
o b s t a n t e ,  i n f l u e n c i a d a  p o r  v a r i a s  p r o t e i n a s  r i b o s o m i c a s ,  como se  h a
com probado  p o r  e x p e r i m e n t o s  de  r e c o n s t i t u c i o n  ( S c h r e i n e r  y N i e r h a u s ,
1973)  y p o r  e s t u d i o s  co n  a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s  p a r a  p r o t e i n a s  r i b o ­
s o m ic a s  ( L e l o n g  y c o l s . ,  1 9 7 4 ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l o s  e s t u d i o s  g e n é t i ­
c o s  en  m u t a n t e s  r e s i s t e n t e s  y  d e p e n d i e n t e s  de  l a  e s t r e p t o m i c i n a  m ues­
t r a n  a l t e r a d a  l a  p r o t e i n a  S12 de l a  s u b u n i d a d  p e q u e n a  d e l  r i b o s o m a .  
T o d a v i a  e s  m o t iv o  de c o n t r o v e r s i a  s i  e s t a  p r o t e i n a  r e s p o n s a b l e  de l a  
s e n s i b i l i d a d  a l  a n t i b i o t i c o ,  e s  u n a  p a r t e  i n t é g r a n t e  d e l  s i t i o  de f i -
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j a c i o n .
La e s t r e p t o m i c i n a  y l o s  a n t i b i o t i c o s  r e l a c i o n a d o s  i n h i b e n  
l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en  l a s  e t a p a s  de i n i c i a c i o n ,  p o l i m e r i z a c i o n  
y t e r m i n a c i o n .  E s t o s  c o m p u e s to s  no a f e c t a n  l a  f o r m a c i o n  d e l  c o m p l e j o  
de i n i c i a c i o n  70S, p e r o  s i  l a  e s t a b i l i d a d  de  d i c h o  c o m p l e j o ,  e l  c u a l  
s e  rompe en p r e s e n c i a  de l o s  a n t i b i o t i c o s  y l i b e r a  f -m e t - tR N A  (Modo­
l e l l  y D a v i s ,  1970 ;  L e l o n g  y c o l s . ,  1 9 7 1 ) .  La e s t r e p t o m i c i n a  i n h i b e  
l a  p o l i m e r i z a c i o n  de l a  c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a  ( M o d o l e l l  y D a v i s ,  1969)  
y e s t a  i n h i b i c i o n  p r o v o c a  l a  c a i d a  p r e m a t u r a  de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s ,  
de l o s  r i b o s o m a s  que h a n  f i j a d o  e l  a n t i b i o t i c o  ( W a l l a c e  y c o l s . , 1973)
En a d i c i o n  a  l o s  e f e c t o s  en i n i c i a c i o n  y p o l i m e r i z a c i o n ,  
l a  e s t r e p t o m i c i n a  b l o q u e a  l a  f a s e  de t e r m i n a c i o n  de  l a  s i n t e s i s  p r o ­
t e i c a ,  i m p i d i e n d o  e l  r e c o n o c i m i e n t o  de l o s  f a c t o r e s  de  l i b e r a c i o n  
RE-1 y RE-2 ( S c o l n i k  y c o l s . ,  1 9 6 8 ) . A c o n c e n t r a c i o n e s  e l e v a d a s ,  i n h i ­
be t a m b i e n  l a  a c t i v i d a d  d i s o c i a d o r a  s o b r e  e l  r i b o s o m a  d e l  f a c t o r  de 
i n i c i a c i o n  IE -3  ( G a r c i a - P a t r o n e  y c o l s . ,  1 9 7 1 ) .
Ademas de  i n h i b i r  l a  s i n t e s i s ,  l a  e s t r e p t o m i c i n a  a  c o n c e n ­
t r a c i o n e s  p a r c i a l m e n t e  i n h i b i d o r a s ,  i n t e r f i e r e  con  l a  e t a p a  de r e c o ­
n o c i m i e n t o  d e l  a m i n o a c i l - t R N A .  La c a p a c i d a d  d e l  a n t i b i o t i c o  p a r a  
c a u s a r  e r r o r e s  de  l e c t u r a  en  l a  t r a d u c c i o n  d e l  m e n s a j e r o ,  s e  dem os-  
t r o  i n i c i a l m e n t e  en  b a c t e r i a s  i n t a c t a s .  S f e c t i v a m e n t e ,  se  comprobo 
que en p r e s e n c i a  de e s t a  d r o g a ,  a  c o n c e n t r a c i o n e s  s u b l e t a l e s ,  t i e n e  
l u g a r  l a  s u p r e s i o n  f e n o t i p i c a  de c i e r t a s  m u t a c i o n e s  a u x o t r o f i c a s  
( G o r i n i  y K a t a j a ,  1 9 6 3 ) ,  a s i  como l a  s u p r e s i o n  de m u t a c i o n e s " s i n  s e n ­
t i d o "  arabar  y  o c r e ,  de d i f e r e n t e s  s i s t e m a s  b a c t e r i a n o s  ( D a v i e s ,  1966 ;  
r e v i s i o n ) .  E l  e f e c t o  s o b r e  l a  f i d e l i d a d  de l a  t r a d u c c i o n , f u e  c o n f i r -  
mado en s i s t e m a s  b a c t e r i a n o s  a c e l u l a r e s  d i r i g i d o s  p o r  p o l i n u c l e o t i -
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dos  s i n t é t i c o s  ( D a v i e s  y c o l s . ,  196 4 ;  D a v i e s  y D a v i s ,  1 9 6 8 ) .  En e s t o s  
s i s t e m a s  i n  v i t r o , l a  e s t r e p t o m i c i n a  i n h i b e  l a  i n c o r p o r a c i o n  d e l  a m i -  
n o â c i d o  c o r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o  p o r  e l  m e n s a j e r o  y c a u s a  u n a  n o t a b l e  
i n c o r p o r a c i o n  de o t r o s  a m i n o â c i d o s  i n c o r r e c t o s .  Un e f e c t o  s i m i l a r  de 
l a  e s t r e p t o m i c i n a  s e  h a  d e t e c t a d o  r e c i e n t e m e n t e  en  s i s t e m a s  d i r i g i d o s  
p o r  RNA m e n s a j e r o s  n a t u r a l e s  ( T a i  y c o l s . ,  1 9 7 8 ) .
Todas  e s t a s  e v i d e n c i a s  e x p é r i m e n t a l e s ,  s u g i e r e n  que l o s  e -  
f e c t o s  i n h i b i d o r e s  de l a  e s t r e p t o m i c i n a  en  i n i c i a c i o n ,  p o l i m e r i z a c i o n  
y t e r m i n a c i o n  so n  e f e c t o s  p l e i o t r o p i c o s  d e b i d o s  a l a  misma i n t e r a c ­
c i o n  d e l  a n t i b i o t i c o  con  l a  s u b u n i d a d  r i b o s o m i c a  30S, l o  c u a l  o c a s i o -  
na  un  r e o r d e n a m i e n t o  o d i s t o r s i o n  que a f e c t a  a n u m e ro s o s  c o m p o n e n te s  
de d i c h a  s u b u n i d a d  y en  c o n s e c u e n c i a ,  a  l a  a c t i v i d a d  d e l  r i b o s o m a .
1 . 2 . 1 . 2 .  A n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  que c o n t i e n e n  un  r e s i d u o  
de  2 - d e o x i e s t r e p t a m i n a
E l  e f e c t o  en  l a  s i n t e s i s  de  p r o t e i n a s  de e s t e  g r u p o  de 
a n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  s e  h a  e s t u d i a d o  menos d e t a l l a d a m e n t e  
que e l  de  l a  e s t r e p t o m i c i n a  y l o s  a n t i b i o t i c o s  a f i n e s .
En l a  e t a p a  de  i n i c i a c i o n  de  l a  s i n t e s i s  p r o t é i c a  l a  n e o -  
m i c i n a  y l a  k a n a m i c i n a ,  a l  i g u a l  que l a  e s t r e p t o m i c i n a ,  i n h i b e n  l a  
d i s o c i a c i o n  d e l  r i b o s o m a  70S i n d u c i d a  i n  v i t r o  p o r  e l  f a c t o r  de i n i ­
c i a c i o n  I E - 3 ;  l a  n e o m i c i n a  e s  c i e n  v e c e s  mas a c t i v a  en  e s t e  e n s a y o  
que l o s  o t r o s  dos  a n t i b i o t i c o s  c i t a d o s  ( G a r c i a - P a t r o n e  y c o l s . ,  1 9 7 1 ) ,  
E l  t r a b a j o  r e a l i z a d o  p o r  Dando y c o l s . ,  d e m o s t r o  que l a  n e o m i c i n a  B 
y l a  p a ro m o m ic in a  i n h i b e n  s i g n i f i e n t i v a m e n t e ,  a u n q u e  a  c o n c e n t r a c i o -
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n e s  e l e v a d a s ,  l a  f o r m a c i o n  d e l  c o m p le jo  de i n i c i a c i o n  70S im p id i e n d o  
l a  f i j a c i o n  d e l  f -m e t - tR N A  a  l o s  r i b o s o m a s ,  d e p e n d i e n t e  de GTP y l o s  
f a c t o r e s  de i n i c i a c i o n  (Dando y c o l s . ,  1 9 7 3 ) ;  s i n  em bargo ,  l a  n e a m in a ,  
l a  k a n a m i c i n a  y l a  g e n t a m i c i n a  e j e r c e n  un  d é b i l  e f e c t o  en e s t a  r e a c ­
c i o n .  E s t o s  a u t o r e s  c o n c l u y e n , ^ q u e  e l  modo de a c c i o n  p r i m a r i o  de e s ­
t o s  a n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  no e s  s u  e f e c t o  en  l a  e t a p a  de i n i ­
c i a c i o n ,  p u e s t o  que p a r a  i n h i b i r  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e s t a  e t a p a  se  n e -  
c e s i t a n  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  a n t i b i o t i c o  mucho mas e l e v a d a s  que l a s  
r e q u e r i d a s  p a r a  i n d u c i r  e r r o r e s  en  l a  t r a d u c c i o n  d e l  m e n s a j e r o .  En 
c o n s e c u e n c i a ,  l a  i n t e r f e r e n c i a  de e s t a s  d r o g a s  con  l a  e t a p a  de r e c o ­
n o c i m i e n t o  d e l  a m i n o a c i l - t R N A  c o r r e c t e ,  j u g a r i a  s e g u n  e s t o s  a u t o r e s ,  
un  p a p e l  f u n d a m e n t a l  en  su  a c c i o n  b a c t e r i c i d a  (Dando y c o l s . ,  1 9 7 3 ) .
De m a n e ra  a n â l o g a  a  l a  e s t r e p t o m i c i n a ,  l o s  a n t i b i o t i c o s  
a m i n o g l i c o s i d i c o s  que c o n t i e n e n  d e o x i e s t r e p t a m i n a  i n d u c e n  e r r o r e s  de 
l e c t u r a  en  c é l u l a s  i n t a c t a s ,  p u e s t o  que p r o d u c e n  s u p r e s i o n  f e n o t i p i c a  
en m u t a n t e s  a u x o t r o f o s  de E. c o l i , c r e c i d o s  en  a u s e n c i a  de a lg u n o s  
a m i n o â c i d o s  e s e n c i a l e s ,  p e r o  en  p r e s e n c i a  de  d i c h o s  a n t i b i o t i c o s  (Go- 
r i n i  y K a t a j a ,  1 9 6 5 ) .  En s i s t e m a s  l i b r e s  de  c é l u l a s ,  b l o q u e a n  l a  s i n ­
t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  d i r i g i d a  p o r  e l  RNA m e n s a j e r o  d e l  f a g o  R17 (B en­
v e n i s t e  y D a v i s ,  1973)  e i n d u c e n  l a  i n c o r p o r a c i o n  de a m i n o â c i d o s  no 
c o d i f i c a d o s  p o r  e l  m e n s a j e r o ,  en  d i f e r e n t e s  s i s t e m a s  ( D a v ie s  y c o l s . ,  
1965 ;  D a v i e s  y D a v i s ,  1 9 68 ;  Dando y c o l s . ,  1 9 7 3 ) .  Si n  em bargo ,  l o s  
a n t i b i o t i c o s  de l o s  g r u p o s  de  l a  k a n a m i c i n a ,  n e o m i c i n a ,  g e n t a m i c i n a ,  
e h i g r o m i c i n a  B, c a u s a n  un  n i v e l  de e r r o r e s  en  l a  l e c t u r a  d e l  mensa­
j e r o  mucho mâs e l e v a d o  que e l  i n d u c i d o  p o r  l a  e s t r e p t o m i c i n a  y l a  
b l u e n s o m i c i n a ,  y no m u e s t r a n  como e s t o s  u l t i m o s  u n a  r e l a c i o n  e s t e -  
q u i o m é t r i c a  d r o g a  : r i b o s o m a ,  de uno a  uno en  e s t e  e f e c t o ;  a l  e s t u d i a r
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e l  e f e c t o  de l a  c o n c e n t r a c i o n  de l o s  a n t i b i o t i c o s  que c o n t i e n e n  d e o ­
x i e s t r e p t a m i n a ,  en  l a  i n c o r p o r a c i o n  de a m i n o â c i d o s  e r r o n e a m e n t e  c o d i ­
f i c a d o s  y en l a  i n h i b i c i o n  de l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  d i r i g i d a  p o r  
m e n s a j e r o s  s i n t é t i c o s ,  D a v i e s  y D a v i s  s u g i r i e r o n  que d i c h a s  d r o g a s  
i n t e r a c c i o n a n  con  m u l t i p l e s  s i t i o s  en  e l  r i b o s o m a  ( D a v i e s  y D a v i s ,
1 9 6 8 ) .  E s t a  s u g e r e n c i a  h a  s i d o  r e c i e n t e m e n t e  c o r r o b o r a d a  p o r  T a i  y 
D a v i s  (1 9 7 9 )  y K ü h b e r g e r  y c o l s .  ( 1 9 7 9 ) , a l  o b s e r v e r  e l  e f e c t o  m u l t i -  
f â s i c o  de  l a  c o n c e n t r a c i o n  de g e n t a m i c i n a  en  l a  s i n t e s i s  p e p t i d i c a  
d i r i g i d a  p o r  m e n s a j e r o s  n a t u r a l e s .  La h i p o t e s i s  de l o s  m u l t i p l e s  s i ­
t i o s  de  a c c i o n  e s  c o n s i s t e n t e  con  l a  d i f i c u l t a d  p a r a  a i s l a r  m u t a n t e s ,  
en  u n a  s o l a  e t a p a  de  s e l e c c i o n , c o n  a l t o  n i v e l  de  r e s i s t e n c i a  a  e s t o s  
a n t i b i o t i c o s .
I  En que s u b u n i d a d  r i b o s o m i c a  e s t â n  l o c a l i z a d o s  l o s  s i t i o s  
de a c c i o n  de e s t o s  c o m p u e s t o s ? .  P a r a  l o c a l i z a r  l a  acc i-on  de un  a n t i ­
b i o t i c o  en  un  s i t o  o s u b u n i d a d  p a r t i c u l a r ,  s e  u t i l i z a n  u n a  s e r i e  de 
c r i t e r i o s  d i r e c t e s  e i n d i r e c t e s  como s o n :  l a  f i j a c i o n  d e l  a n t i b i o t i ­
co r a d i a c t i v o  a  c a d a  s u b u n i d a d ,  e n s a y o s  de  c o m p e t e n c i a  con  o t r a s  d r o ­
g a s  de  l a s  que s e  c o n o c e  s u  s i t i o  de a c c i o n ,  l a  i n t e r f e r e n c i a  con  
u n a  f u n c i o n  a d s c r i t a  a  u n a  s u b u n i d a d ,  l a  o b t e n c i o n  de m u t a n t e s  r i b o ­
so m ic o s  r e s i s t e n t e s  a l  a n t i b i o t i c o  en c u e s t i o n  e t c ..........
En e l  c a s o  de  l o s  a n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  que c o n ­
t i e n e n  d e o x i e s t r e p t a m i n a ,  l o s  p r o b l e m a s  en  e l  a i s l a m i e n t o  de m u ta n ­
t e s  r e s i s t e n t e s  e s t a b l e s ,  a s i  como en  l a  o b t e n c i o n  de l o s  c o m p u e s to s  
i s o t o p i c a m e n t e  m a r c a d o s  s i n  p é r d i d a  de su  a c t i v i d a d ,  h a n  d i f i c u l t a d o  
l a  l o c a l i z a c i o n  de l o s  s i t i o s  de a c c i o n  en u n a  u  o t r a  s u b u n i d a d  o en 
am bas .
S i  d u r a n t e  muchos a h o s  s e  h a  c o n s i d e r a d o  l a  s u b u n i d a d  303
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como e l  b i a n c o  de e s t o s  c o m p u e s t o s ,  l o s  t i r a b a j o s  r e c i e n t e m e n t e  p u -  
b l i c a d o s  p a r e c e n  e x t e n d e r  e l  s i t i o  de  a c c i o n  t a m b i e n  a l a  503.  De 
h e c h o ,  l o s  e x p e r i m e n t o s  r e a l i z a d o s  p o r  M isum i  y c o l s .  (1 9 7 8 )  co n  l a  
P n ]  k a n a m i c i n a ,  m u e s t r a n  que d i c h o  a n t i b i o t i c o  se  f i j a  con  a l t a  a f i -  
n i d a d  a  ambas s u b u n i d a d e s  r i b o s o m i c a s ,  s i e n d o  mayor  l a  a f i n i d a d  p o r  
l a  s u b u n i d a d  p e q u e n a .  La f i j a c i o n  de l a  P h] k a n a m i c i n a  e s  f u e r t e m e n -  
t e  i n h i b i d a  p o r  l a  g e n t a m i c i n a  y l a  n e o m i c i n a  ( l o  c u a l  s u g i e r e  que 
d i c h o s  a n t i b i o t i c o s  t i e n e n  e l  mismo s i t i o  de f i j a c i o n  a l  r i b o s o m a ) ,  
p e r o  no p o r  l a  e s t r e p t o m i c i n a .
P o r  o t r a  p a r t e  l o s  a n t i b i o t i c o s  de l o s  g r u p o s  de l a  n e o -  
m i c i n a ,  k a n a m i c i n a  y g e n t a m i c i n a , e s t a b i l i z a n  en  mayor  o menor g r a d o  
e l  c o m p le jo  fo rm ad o  p o r  EF-G, GDP y l a  s u b u n i d a d  r i b o s o m i c a  503, c a -  
r e c i e n d o  de e f e c t o  l a  e s t r e p t o m i c i n a  y l o s  a n t i b i o t i c o s  r e l a c i o n a d o s  
(Campuzano y c o l s . ,  1 9 7 9 a ) .
Las  d i f e r e n c i a s  e x i s t a n t e s  e n t i r e  e l  s i t i o  de a c c i o n  de l a  
e s t r e p t o m i c i n a  y l o s  c o m p u e s t o s  con  d e o x i e s t r e p t a m i n a ,  s e  h a n  p u e s t o  
t a m b i e n  de  m a n i f i e s t o  p o r  l o s  e s t u d i o s  g e n é t i c o s  r e a l i z a d o s  con  mu­
t a n t e s  r e s i s t e n t e s  a  e s t e  t i p o  de a n t i b i o t i c o s .  S i  l a  r e s i s t e n c i a  a 
l a  e s t r e p t o m i c i n a  e s  d e b i d a  a  u n a  s o l a  m u i t a c io n  en  l a  p r o t e i n a  312 
de l a  s u b u n i d a d  p e q u e n a ,  d o s  g e n e s  s e p a r a d o s  so n  l o s  r e s p o n s a b l e s  de 
l a  r e s i s t e n c i a  a  l a  n e a m in a (C a n n o n  y c o l s * ,  1 9 7 4 ) .  Mas s o r p r e n d e n t e  
r é s u l t a  e l  d e s c u b r i m i e n t o  de  que l a  p r o t e f n a  L6 de  l a  s u b u n i d a d  503 
e s t a  a l t e r a d a  en  u n  m u t a n t e  r e s i s t e n t e  a  ] la  g e n t a m i c i n a  ( B u c k e l  y 
c o l s . ,  1 9 7 7 ) .  Los r i b o s o m a s  de e s t e  m u t a n t e ,  en  p r e s e n c i a  d e l  a n t i ­
b i o t i c o ,  t r a d u c e n  e l  m e n s a j e r o  con un  n i v e l  de e r r o r e s  muy r e d u c i d o  
con  r e s p e c t o  a  l o s  d e l  t i p o  s a l v a j e ,  s i n  e m b a r g o , l a  i n h i b i c i o n  de l a  
s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  e s  muy s i m i l a r  en em bos  ( K ü h b e r g e r  y c o l s . ,
1979).
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A1 p a r e c e r  en  e s t e  c a s o  l a  r e s i s t e n c i a  de l a  c e p a  e s t a  r e l a c i o n a d a ,  
adem as ,  con  u n a  d i s m i n u c i o n  de l a  p e r m e a b i l i d a d  de l a  c é l u l a  a l  a n ­
t i b i o t i c o .
1 . 2 . 2 .  La v i o m i c i n a
O t ro  a n t i b i o t i c o  muy u t i l i z a d o  en n u e s t r o  t r a b a j o  e x p e r i ­
m e n t a l  h a  s i d o  l a  v i o m i c i n a .  E s t e  e s  un  a n t i b i o t i c o  b â s i c o  de n a t u r a ­
l e z a  p e p t i d i c a  que i n h i b e  p o t e n t e m e n t e  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  (T a ­
n a k a  e I g u z a ,  1968 ;  A l e x a n d e r  y c o l s . ,  1 9 6 9 ) .  En un s i s t e m a  l i b r e  de 
c é l u l a s  de E. c o l i , l a  v i o m i c i n a  e x h i b e  u n a  a c c i o n  d u a l  s o b r e  l a s  
f u n c i o n e s  r i b o s o m i c a s  i n t e r f i r i e n d o  en l a s  e t a p a s  de i n i c i a c i o n  y po ­
l i m e r i z a c i o n  de l a  s i n t e s i s .  E l  a n â l i s i s  de  e s t o s  e f e c t o s  r é v é l a  que 
e l  a n t i b i o t i c o  im p id e  l a  f i j a c i o n  d e l  f -m e t - tR N A ^  a  l a  s u b u n i d a d  r i ­
b o s o m ic a  30S; en  l a  p o l i m e r i z a c i o n ,  l a  v i o m i c i n a  im p id e  l a  t r a n s l o c a ­
c i o n  d e l  Ac-Phe-tRNA d e p e n d i e n t e  d e l  f a c t o r  G y  de GTP y no a f e c t a  
s i g n i f i c a t i v a m e n t e  n i  l a  f i j a c i o n  d e l  a m i n o a c i l - t R N A  n i  l a  f o r m a c i o n  
d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  ( L i o u  y T a n a k a ,  1 9 7 6 ) .  E l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  en 
l a  t r a n s l o c a c i o n  h a  s i d o  p o s t e r i o r m e n t e  c o n f i r m a d o  en  un  s i s t e m a  de 
s i n t e s i s  a c t i v o  con  p o l i s o m a s  de E. c o l i  ( M o d o l e l l  y V a zq u e z ,  1 9 7 7 ) .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  a l  i n v e s t i g a r  e l  modo de a c c i o n  
de l a  v i o m i c i n a  en l a  t r a n s l o c a c i o n ,  s u g i e r e n  que d i c h o  a n t i b i o t i c o  
im p id e  e l  m o v im ie n to  d e l  p e p t i d i l - t R N A  a s o c i a d o  a  d i c h o  p r o c e s o , p o r  
i n t e r f e r i r  con  s u  s a l i d a  d e l  s i t i o  A ( M o d o l e l l  y V a z q u e z ,  1 9 7 7 ) .
E l  e f e c t o  d u a l  de l a  v i o m i c i n a  en  l a  s i n t e s i s  p r o t é i c a  
puede  s e r  d e b i d o  a que e l  a n t i b i o t i c o  p o s e a  d o s  s i t i o s  de a c c i o n  en
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e l  r i b o s o m a .  E s t a  s u g e r e n c i a  v i e n e  r e f r e n d a d a  p o r  l a  o b t e n c i o n  de dos  
t i p o s  de  m u t a n t e s  de M y c o b a c te r iu m  sm e g m a t i s  r e s i s t e n t e s  a l  a n t i ­
b i o t i c o ,  uno de  e l l o s  con  l a  s u b u n i d a d  30S a l t e r a d a  y e l  o t r o  con  
l a  a l t e r a c i o n  en  l a  50S (Yamada y c o l s . ,  1 9 7 2 ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  a l  
e s t u d i a r  l a  f i j a c i o n  a l  r i b o s o m a  de t u b e r a c t i n o m i c i n a  0 (u n  a n t i ­
b i o t i c o  e s t r e c h a m e n t e  r e l a c i o n a d o  con  l a  v i o m i c i n a ) ,  s e  h a  o b s e r v a d o  
que d i c h o  a n t i b i o t i c o  se  f i j a  a  ambas s u b u n i d a d e s ,  s i e n d o  mayor l a  
a f i n i d a d  p o r  l a  s u b u n i d a d  p e q u e h a .  La f i j a c i o n  de  t u b e r a c t i n o m i c i n a ,  
t a n t o  a  l a  30S como a l a  503, e s  r e v e r t i d a  p o r  l a  v i o m i c i n a ,  l o  c u a l  
i n d i c a  que ambos a n t i b i o t i c o s  p o s i b l e m e n t e  t e n g a n  l o s  mismos s i t i o s  
de f i j a c i o n  (Misumi y c o l s . ,  1 9 7 8 ) .
Tam bien  r e c i e n t e m e n t e ,  M a r t i n e z  y c o l s . (1 9 7 8 )  h a n  e n c o n -  
t r a d o  que l a  i n t e r a c c i o n  de l a  v i o m i c i n a  con  e l  r i b o s o m a  m o d i f i e s ,  l a  
i o d a c i o n  de v a r i a s  p r o t e i n a s  en  ambas s u b u n i d a d e s  r i b o s o m i c a s .
1 . 3 .  P l a n t e a m i e n t o  de  n u e s t r o  t r a b a j o
Las p r o v e c h o s a s  a p l i c a c i o n e s  c l i n i c a s  de l o s  a n t i b i o t i c o s  
a m i n o g l i c o s i d i c o s  h a n  d e s p e r t a d o  un  g r a n  i n t e r e s  y h a n  e s t i m u l a d o  l a  
i n t e n s i v a  i n v e s t i g a c i o n  de e s t a s  d r o g a s .  N o t a b l e s  a v a n c e s  se  h a n  con- 
s e g u i d o  en e l  a i s l a m i e n t o ,  l a s  p r o p i e d a d e s  a n t i m i c r o b i a n a s ,  l a  e l u -  
c i d a c i o n  de e s t r u c t u r a s  y e l  d e s c u b r i m i e n t o  de n u e v o s  c o m p u e s t o s .
En c o n t r a s t e ,  e l  e s t u d i o  d e t a l l a d o  de l o s  e f e c t o s  de e s t o s  a n t i b i o ­
t i c o s  en  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  se  h a  h e c h o  e x t e n s i v o  a muy p o c o s  
de e l l o s .
Con e x c e p c i o n  de l a  e s t r e p t o m i c i n a  y l o s  a n t i b i o t i c o s  r e -
- 3 5 -
l a c i o n a d o s ,  l o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  se  h a n  c e n t r a d o  f u n d a m e n ta lm e n ­
t e  en  u n a  p r o p i e d a d  l l a m a t i v a  de e s t o s  a n t i b i o t i c o s ,  su  i n t e r f e r e n -  
c i a  con  l a  f i d e l i d a d  de l a  t r a d u c c i o n .  En e l  momento de c o m en za r  e s ­
t a  t e s i s  e x i s t i a n ,  s i n  em bargo ,  e s c a s a s  r e f e r e n c i a s  s o b r e  e l  modo de 
a c c i o n  y e l  e f e c t o  de l o s  c o m p u e s to s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en  o t r a s  e t a ­
p a s  de l a  s i n t e s i s  p r o t e i c a ,  qu edando  s i n  r e s o l v e r  s i  su  e f e c t o  s o ­
b r e  l a  f i d e l i d a d  de l a  l e c t u r a  d e l  m e n s a j e  g e n é t i c o  e s  e l  modo p r i ­
m a r io  de s u  a c c i o n  b a c t e r i c i d a .
P o r  e s t e  m o t iv o  hemos d e c i d i d o  i n v e s t i g a r  e l  e f e c t o  de a l ­
g u n o s  a n t i b i o t i c o s  p e r t e n e c i e n t e s  a  e s t e  g r u p o  en l a s  t r e s  e t a p a s  
d e l  c i c l o  de p o l i m e r i z a c i o n  ( l a  f i j a c i o n  d e l  a m i n o a c i l - t R N A ,  l a  f o r ­
m a c io n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  y l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A ) ,  
m e d i a n t e  e l  u s o  de  s i s t e m a s  m o d e lo s  s i m p l i f i c a d o s  que r e p r o d u c e r ,  d i ­
c h a s  e t a p a s .
S o r p r e n d e n t e m e n t e  hemos e n c o n t r a d o  que t o d o s  l o s  a n t i b i o ­
t i c o s  e n s a y a d o s .  i n h i b e n ,  en mayor  o menor m e d id a ,  e l  p r o c e s o  de t r a n s -  
l o c a c i o n .
P o s t e r i o r m e n t e ,  hemos p r o f u n d i z a d o  e n  e l  mecanismo de i n ­
h i b i c i o n  de e s t e  p r o c e s o  u t i l i z a n d o  como a g e n t e  i n h i b i d o r  l a  h i g r o ­
m i c i n a  B, p o r  s e r  de t o d o s  l o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  que p o s e i a m o s  e l  me­
n o s  e s t u d i a d o .
La s e g u n d a  p a r t e  de n u e s t r o  t r a b a j o  s e  h a  o r i e n t a d o  a  c o ­
n o c e r  e l  m ecanism o d e t a l l a d o  p o r  e l  c u a l  u n  a m i n o a c i l - t R N A  e r r o n e a ­
m en te  c o d i f i c a d o  p o r  e l  m e n s a j e r o ,  se  i n c o r p o r a  en  u n a  c a d e n a  p r o ­
t é i c a  en  p r e s e n c i a  de l o s  a n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s .  E s t e  c o n o -  
c i m i e n t o  n o s  p a r e c e  de g r a n  u t i l i d a d ,  no s o l o  p a r a  c o m p r e n d e r  l a s  
b a s e s  m o l e c u l a r e s  de l a  i n d u c c i o n  de e r r o r e s  en  l a  l e c t u r a ,  s i n o
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t a m b i e n  p a r a  e l u c i d a r  l o s  m ecan ism os  que a s e g u r a n  l a  f i d e l i d a d  de l a  
t r a d u c c i o n  en l a  c e l u l a .  P a r a  e l l o ,  hemos e s t u d i a d o  en un  s i s t e m a  a l -  
t a m e n t e  p u r i f i c a d o  l a  i n c o r p o r a c i o n  en l a  c a d e n a  p e p t i d i c a  d e l  T y r -  
-tRNA^y^ e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o  d i r i g i d a  p o r  a c i d o  p o l i u r i d i l i c o , 
c o m p a r a n d o l a  con  l a  d e l  a m in o a c i l - tR N A  c o d i f i c a d o ,  Phe-tRNA^^®.
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1 1 . 1 .  C é l u l a s
1 1 . 1 . 1 .  C r e c i m i e n t o  c e l u l a r
Hemos u t i l i z a d o ,  g e n e r a l m e n t e , l a  c e p a  MRE600 de E s c h e r i ­
c h i a  c o l i  (Cammack y Wade, 1 9 6 5 ) .  E s t a  c e p a  e s  d é f i c i e n t e  en RNasa I ,  
l e  que f a v o r e c e  l a  o b t e n c i o n  de  r i b o s o m a s  a l  s e r  menor l a  d e g r a d a -  
c i o n  d e l  RNA r i b o s o m i c o  d u r a n t e  l a  p r e p a r a c i o n .  En o t r o s  c a s o s  ( o b ­
t e n c i o n  de f a c t o r e s  de p o l i m e r i z a c i o n  EP-T y EF-G) se  h a  u t i l i z a d o  
l a  c e p a  B ( B e r k e l e y )  de E. c o l i .
L as  c é l u l a s  s e  c u l t i v a r o n  a  37^0 con  f u e r t e  a g i t a c i o n  en 
un  m edio  r i c o ,  medio  L (L en n o x ,  1 9 5 5 ) ,  que c o n t e n i a :  10 g de b a c t o -  
t r i p t o n a ,  8 g de NaCl y 1 g de e x t r a c t o  de l e v a d u r a  p o r  l i t r o  de a g u a .  
Una v e z  e s t e r i l i z a d o  en a u t o c l a v e  d u r a n t e  20 min a  1 a t m o s f e r a  de 
p r e s i o n ,  s e  a h a d i o  g l u c o s a  ( p r e v i a m e n t e  e s t e r i l i z a d a  a  0 , 5  a t m o s f e -  
r a s  d u r a n t e  20 min)  h a s t a  u n a  c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  de 0 ,2% ( p / v ) .
E l  c r e c i m i e n t o  de l a s  c é l u l a s  se  r e a l i z o  en  4 l i t r e s  de 
medio  L, r e p a r t i d o s  en  6 e r l e n r a e y e r s  de 2 l i t r o s ,  que f u e r o n  i n o c u -  
l a d o s  con  un  c u l t i v e  f r e s c o  de c é l u l a s  en  f a s e  e s t a c i o n a r i a  en  l a  
p r o p o r c i o n  d e l  1% ( v / v ) .  E l  c r e c i m i e n t o  s e  s i g u i o  m id i e n d o  l a  d e n s i -  
dad  o p t i c a  a  660 nm en  un  f o t o c o l o r i m e t r o  B a u sc h  y Lomb S p e c t r o n i c .  
Cuando e l  c u l t i v e  a l c a n z o  e n t r e  0 , 5  y 0 , 7  u . o . ,  t o d a v i a  en  f a s e  l o -  
g a r i t m i c a ,  s e  p a r é  b r u s c a m e n t e  e l  c r e c i m i e n t o  e n f r i a n d o  a  OâC con 
1 / 2  v o lu m en  dë  h i e l o  a  -2 0 9 0 .
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I I . 1 . 2 .  R e c o g i d a  y l a v a d o  de l a s  c é l u l a s
Las c é l u l a s  se  r e c o g i e r o n  a  Q9C p o r  c e n t r i f u g a c i o n  en
u n a  c e n t r i f u g a  r e f r i g e r a d a  S o r v a l l  RC-5, a  5200xg d u r a n t e  5 m in .  E l
r e n d i m i e n t o  o b t e n i d o  f u é  a p ro x i r a a d a m e n te  de 2 g de c é l u l a s  ( p e s o  h u -  
medo) p o r  l i t r o  de  c u l t i v e  i n i c i a l .
Con e l  f i n  de e l i m i n a r  l e s  r e s t e s  de medio  de c u l t i v e ,  se  
p r o c e d i o  a l  l a v a d o  de l a s  c é l u l a s  con  u n a  s o l u c i o n  tam po n .  P a r a  e l l e  
se  r e s u s p e n d i e r o n  l a s  c é l u l a s  en 25 ml de tam pon NB s i n  2 - m e r c a p t o -  
e t a n o l :  NH^Cl 60 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  10 mM y MgACg 10 mM, p o r  l i«
t r o  de c u l t i v e  i n i c i a l  y se  c e n t r i f u g a r o n  en  u n a  c e n t r i f u g a  S o r v a l l
RC2-B a  6000xg d u r a n t e  5 min a 0 9 0 .
En e l  c a s e  de no u t i l i z e r  l a s  c é l u l a s  i n m e d i a t a m e n t e , e l  
s e d i m e n t o  se  c o n g e l é  i n t r o d u c i e n d o  e l  t u b e  de c e n t r i f u g a  en u n a  mez- 
c l a  de a c e t o n a  y n i e v e  c a r b o n i c a ,  g u a r d a n d o s e  a  -2 0 90  h a s t a  su  u s e .
I I . 2 .  R ibosom as  y f r a c c i o n e s  s o l u b l e s
I I . 2 . 1 .  R o t u r a  de  l a s  c é l u l a s
La r o t u r a  de l a s  c é l u l a s  p a r a  l a  o b t e n c i o n  de s o b r e n a d a n -  
t e s  c e l u l a r e s  y r i b o s o m a s  l i b r e s ,  s e  r e a l i z o  s i g u i e n d o  e l  p r o c e d i -  
m ie n t o  de N i r e n b e r g  y M a t t h a e i  (1 9 6 1 )  con  a l g u n a s  m o d i f i c a c i o n e s  in* 
t r o d u c i d a s  en  n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  ( M o d o l e l l ,  1 9 7 1 ) .
Las  c é l u l a s  l a v a d a s  se  t r i t u r a r o n  con  a l u m i n a ,  en  l a  p r o ­
p o r c i o n  de 1 , 5  g p o r  gramo de c é l u l a s ,  en  u n  m o r t e r o  de p o r c e l a n a
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p r e v i a m e n t e  e n f r i a d o .  En e s t a  o p e r a c i o n ,  a s i  como d u r a n t e  t o d o  e l  
p r o c e s o ,  l a  t e m p e r a t u r a  se  m antuvo  e n t r e  Q9C y 4 -C .  La m o l i e n d a  se  
l l e v o  a  cabo  d u r a n t e  10 6 20 m in ,  h a s t a  que l a  p a s t a  a d q u i r i o  u n a  
c o n s i s t e n c i a  gomosa c a r a c t e r i s t i c a ,  A c o r t a r  e l  t i e m p o  de t r i t u r a c i o n  
supone  u n a  p e r d i d a  en e l  r e n d i m i e n t o  de l o s  r i b o s o m a s  y a l a r g a r l o ,  
d i s m i n u y e  l a  a c t i v i d a d  de l o s  m ismos.
I I . 2 . 2 .  O b t e n c i o n  de l a  f r a c c i o n  SlOO
La p a s t a  o b t e n i d a  de l a  m o l i e n d a ,  se  e x t r a j o  con d o s  v o l u -  
menes de  tampon NB y se  c e n t r i f u g é  a  ISOOOxg d u r a n t e  5 min p a r a  e l i ­
m in a r  l a  a l u m i n a ,  c é l u l a s  e n t e r a s  y r e s t e s  c e l u l a r e s .  E l  s o b r e n a d a n -  
t e  que p r e s e n t a b a  un  a s p e c t o  v i s c o s e  d e b i d o  a  l a  p r e s e n c i a  de LNA, 
se  t r a t é  con  1 yug/ml de DNasa e l e c t r o f o r é t i c a m e n t e  p u r a  ( d e s p r o v i s t a  
de R N asas)  d u r a n t e  5 min a 0 90 ,  D e s a p a r e c i d a  l a  v i s c o s i d a d ,  se  c l a r i ­
f i e d  p o r  c e n t r i f u g a c i é n  a  40000xg d u r a n t e  20 min y e l  s o b r e n a d a n t e  
o b t e n i d o  ( e x t r a c t o  S30) se  c e n t r i f u g é  d u r a n t e  1 h o r a  y 15 min a 
1 6 5 .0 0 0 x g .  Los d o s  t e r c i o s  s u p e r i o r e s  d e l  s o b r e n a d a n t e  c o n s t i t u y e n  
e l  e x t r a c t o  SlOO que c o n t i e n e  tRNAs, f a c t o r e s  de p o l i m e r i z a c i é n  G y 
T, f a c t o r e s  de t e r m i n a c i é n ,  a m i n o a c i l - t R N A ,  s i n t e t a s a s  y o t r o s  com- 
p o n e n t e s  mas o menos d e f i n i d o s .
E l  e x t r a c t o  SlOO se  d i a l i z é  d u r a n t e  u n a  n o c h e  f r e n t e  a  l a  
s o l u c i é n  tam pén  NB con  50% de g l i c e r o l .  Una v e z  d i a l i z a d o  s e  c l a r i ­
f i e d  p o r  c e n t r i f u g a c i é n  a 12000xg  d u r a n t e  10 min y se  g u a r d é , e n  t u ­
b e s  p r e v i a m e n t e  e s t e r i l i z a d o s , e n  Ng l i q u i d e .
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1 1 . 2 , 2 . 1 ,  P u r i f i c a c i o n  p a r c i a l  de l a  f r a c c i o n  SlOO p a r a  c a r g a  de 
tRNA
En a l g u n a s  o c a s i o n e s ,  e l  e x t r a c t o  SlOO se  p u r i f i e d  p a r -  
c i a l m e n t e  con  o b j e t o  de e l i m i n a r  a c i d o s  n u c l e i c o s  ( f u n d a m e n ta l m e n te  
tRNAs),  n u c l e o t i d e s ,  a m i n o a c i d o s  y o t r a s  s u s t a n c i a s  de b a j o  p e s o  mo­
l e c u l a r .  P a r a  e l l e ,  a l  s o b r e n a d a n t e  SlOO f r e s c o  se  a n a d i d  s u l f a t e  a -  
m dnico  a l  75% de s a t u r a c i d n ,  m a n t e n i e n d o  e l  pH n e u t r e  m e d i a n t é  l a  a -  
d i c i d n  de T r i s - B a s e .  D esp u es  de c e n t r i f u g a r  a  ISOOOxg d u r a n t e  5 min ,  
e l  s e d i m e n t o  se  r e s u s p e n d i d  en  2 ml de s o l u c i d n  tam pdn que c o n t e n i a :  
NH^Cl 350 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  50 mM, MgACg 10 mM y 2 - m e r c a p t o e t . a n o l  
6 mM. La s o l u c i d n  se  s o m e t i d  a  f i l t r a c i d n  a  t r a v e s  de u n a  co lu m n s  de 
Sep hadex  G-25 de 1 ,6 x 4 0  cm . La e l u c i d n  se  r e a l i z d  con  e l  mismo tam ­
pdn y l a s  p r o t e i n a s  e l u y e r o n  en e l  v o lu m en  e x c l u i d o  de l a  co lu m na ,  
m i e n t r a s  que a m i n o a c i d o s  y s u s t a n c i a s  de p e s o  m o l e c u l a r  i n f e r i o r  a 
1000 D a l t o n ,  q u e d a r o n  r e t e n i d a s ,
P a r a  e l i m i n a r  l o s  tRNAs, l a  f r a c c i d n  p r o t e i c a  e l u i d a  se  so- 
m e t i d  a  c r o m a t o g r a f l a  de cam bio  i d n i c o  en  D E A E - c e lu l o s a ,  e q u i l i b r a d a  
con  l a  s o l u c i d n  tampdn a n t e r i o r m e n t e  d e s c r i t a .  La p r o t e i n a  e l u y d  en 
e l  vo lu m en  e x c l u i d o  de l a  co lu m n a ,  a p r o x im a d a m e n te  15 ml,  l o s  c u a l e s  
s e  d i a l i z a r o n  f r e n t e  a s o l u c i d n  tam pdn NB con  50% de g l i c e r o l ,  d u r a n ­
t e  u n a s  b o r a s .
E l  SlOO a s i  p u r i f i c a d o ,  s e  g u a r d d  c o n g e l a d o  en Ng l i q u i ­
d e .
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1 1 . 2 , 3 .  R ibosom as
E l  s e d i m e n t o  de l a  c e n t r i f u g a c i o n  a  1 6 5 .0 0 0 x g  p a r a  l a  ob­
t e n c i o n  d e l  e x t r a c t o  SlOO, e s t a  c o n s t i t u i d o  f u n d a m e n t a l m e n t e  p o r  r i ­
b oso m a s .
La p u r i f i c a c i o n  de e s t o s  r i b o s o m a s  se  r e a l i z d  m e d i a n t e  u n a  
s e r i e  de l a v a d o s  a  a l t a  c o n c e n t r a c i d n  de s a l e s  con  l o  c u a l  s e  d e s p r e n -  
d e n  f a c t o r e s  p r o t é i c o s ,  mRNAs y p e p t i d i l - t R N A s  que p e r m a n e c i a n  u n i d o s  
a  l o s  r i b o s o m a s .  P a r a  e l l o ,  e l  s e d i m e n t o  (d e  a s p e c t o  c o m p a c to ,  t r a n s ­
p a r e n t e  y a m a r i l l e n t o )  s e  r e s u s p e n d i d  en  s o l u c i d n  tam pdn  A que c o n t e ­
n i a  NH^Cl 1 M, MgACg 40 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  10 mM, EDTA 1 mM y DTT 
4 mM y s e  c l a r i f i e d  p o r  c e n t r i f u g a c i d n  a  ISOOOxg d u r a n t e  10 m in .  Los 
r i b o s o m a s  d e l  s o b r e n a d a n t e  v o l v i e r o n  a  s e d i m e n t a r s e  c e n t r i f u g a n d o  a 
165000xg  d u r a n t e  1 h o r a  y 15 m in ,  o b t e n i é n d o s e  un  s e d i m e n t o  a l g o  me­
n o s  a m a r i l l o .
D e sp u é s  de  s u c e s i v o s  l a v a d o s  y c l a r i f i c a c i o n e s  en  e l  t am ­
pdn A ( a p r o x i m a d a m e n t e  de  3 a  4 v e c e s ) ,  e l  s e d i m e n t o  f i b o s d m i c o  q u e -  
/
do t o t a l m e n t e  t r a n s p a r e n t e ,  Los r i b o s o m a s  se  r e s u s p e n d i e r o n  en  un  
p eq u en o  v o lu m e n  de tam pd n  A (d e  0 , 5  a  1 ml)  y  se  c l a r i f i c a r o n .  La 
s o l u c i d n  s e  m ez c ld  c o n  u n  v o lu m en  i g u a l  de g l i c e r o l ,  c o n  l o  que l a  
c o n c e n t r a c i d n  s a l i n a  f i n a l  f u é :  NH^Cl 500 mM, MgACg 20 mM, T r i s - H C l  
(pH 7 , 8 )  5 mM, EDTA 0 , 5  mM, DTT 2 mM y 50% de g l i c e r o l .
En e s t a s  c o n d i c i o n e s ,  l o s  r i b o s o m a s  s e  g u a r d a r o n  s i n  c o n -  
g e l a r  a  -2 0 9C ,  c o n s e r v a n d o  su  a c t i v i d a d  d u r a n t e  v a r i e s  m es e s .
La c o n c e n t r a c i d n  de r i b o s o m a s  en  l a s  p r e p a r a c i o n e s  o s c i -  
I d  e n t r e  40 y 70 mg/ml y se  c a l c u l d  m id i e n d o  l a  d e n s i d a d  d p t i c a  a  
260 nm. Asumimos que u n a  s o l u c i d n  de r i b o s o m a s  de  1 mg/ml a b s o r b e
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1 4 , 5  u n i d a d e s  o p t i c a s  a  l o s  260 run de l o n g i t u d  de  onda  ( K i l l  y c o l s . ,
1 9 6 9 ) .  E l  r e n d i m i e n t o  o b t e n i d o  en  e l  p r o c e s o  de p u r i f i c a c i o n  f u é  a -  
p ro x im a d a m e n te  1 ,8%, e x p r e s a d o  como p e so  s e c o  de r i b o s o m a s  p o r  p e s o  
de c é l u l a s .
I I . 3 .  A i s l a m i e n t o  de  p o l i s o m a s  e n d o g e n o s
P a r a  l a  o b t e n c i o n  de  p o l i s o m a s  e n d o g e n o s  se  p a r t i o  de 1 , 5  
l i t r o s  de c u l t i v o  de E. c o l i , c r e c i d o  h a s t a  0 ,5 2  u n i d a d e s  o p t i c a s  a  
660 nm, en l a  fo rm a  y a  d e s c r i t a .  E l  c r e c i m i e n t o  de l a s  c é l u l a s  s e  p a ­
r é  r a p i d a m e n t e  a h a d i e n d o  un  v o lum en  de h i e l o  p r e v i a m e n t e  e n f r i a d o  a 
-2Q9C. Las c é l u l a s  se  r e c o g i e r o n  p o r  c e n t r i f u g a c i o n  a 5200xg d u r a n t e  
5 min y se  r e s u s p e n d i e r o n  en  7 ml de s o l u c i o n  tam pon fo rm a d a  p o r :  
T r i s - H C l  (pH 8 , 0 )  10 mM y s a c a r o s a  25% ( p / v ) .  P a r a  ro m p e r  l a s  c é l u ­
l a s ,  s e g u im o s  e l  método  d e s c r i t o  p o r  Godson y S i n s h e i m e r  (19 6 7 )  raod i -  
f i c a d o  p o r  G i r b é s  y c o l s . ,  1 9 7 9 .  A l a  s o l u c i o n  de c é l u l a s ,  s e  a h a d i e -  
r o n  4 ml de u n a  s o l u c i o n  que c o n t e n i a :  l i s o z i m a  10 mg/ml,  T r i s - H C l  
(pH 8 , 0 )  0 , 2 5  M y EDTA 4 mM. D e sp u é s  de 10 min a  O^C, se  a h a d i e r o n  
10 ml de s o l u c i o n  de l i s i s :  B r i j  35 5% ( p / v ) ,  T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  20 mM, 
MgAc2 35 mM y 1 ml de d o d e c i l b e n c e n o s u l f o n a t o  a l  10% ( v / v ) .  Se d e j o  
u n o s  m i n u t e s  a  09C h a s t a  a l c a n z a r  u n a  l i s i s  c a s i  c o m p l é t a ,  l o  c u a l  
s e  o b s e r v é  p o r  u n a  d i s m i n u c i é n  de l a  t u r b i d e z  y u n  aum ento  de l a  v i s ­
c o s i d a d  d e b i d o  a  l a  l i b e r a c i é n  d e l  DNA c e l u l a r .  En e s e  momento, s e  
t r a t é  e l  l i s a d o  con D N à s a . e l e c t r o f o r é t i c a m e n t e  p u r a  ( 100 j^g)  y u n a  
v e z  d e s a p a r e c i d a  l a  v i s c o s i d a d ,  se  c e n t r i f u g é  a 12000xg  d u r a n t e  3 min .  
D u r a n t e  t o d o  e l  p r o c e s o  d e s c r i t o ,  l a  t e m p e r a t u r a  se  mantuvo a  09C r e a -
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l i z â n d o s e  t o d a s  l a s  o p e r a c i o n e s  en  e l  menor  t i e m p o  p o s i b l e  p a r a  e v i -  
t a r  l a  d e g r a d a c i o n  de l o s  p o l i s o m a s .  P o r  o t r a  p a r t e ,  t a n t o  l a s  s o l u -  
c i o n e s  e m p le a d a s  como e l  m a t e r i a l  u t i l i z a d o  en  l a  p u r i f i c a c i o n ,  f u e ­
r o n  p r e v i a m e n t e  e s t e r i l i z a d o s  p a r a  e l i m i n a r  l a s  p o s i b l e s  RNasas c o n ­
t a m i n a n t e s .
E l  s o b r e n a d a n t e  o b t e n i d o  en  l a  c e n t r i f u g a c i o n ,  que c o n t e ­
n i a  l a  mayor p a r t e  de l o s  p o l i s o m a s ,  se  d e c a n t é  c u i d a d o s a m e n t e  y se  
g u a r d é  a  Q9C. E l  s e d i m e n t o , f o r m a d o  p o r  r e s t o s  c e l u l a r e s  y p o l i s o m a s  
de g r a n  tamaAo, se  r e s u s p e n d i é  en 4 ml de s o l u c i é n  tam pén  A. D espu és  
de c e n t r i f u g a r  a  12000xg  d u r a n t e  3 min,  e l  s o b r e n a d a n t e  o b t e n i d o  se  
u n i é  a l  e x t r a c t o  p o l i s o m a l  a n t e r i o r .
P a r a  p u r i f i c a r  l o s  p o l i s o m a s  se  r e p a r t i é  e l  e x t r a c t o  en  
d o s  t u b o s  de c e n t r i f u g a  que c o n t e n i a n  7 ml de un  c o l c h é n  de s a c a r o s a  
( tam p én  A con  s a c a r o s a  a l  60%,p / v ) .  Los t u b o s  se  c o m p l e t a r o n  con s o ­
l u c i é n  A y s e  c e n t r i f u g a r o n  a  165000xg d u r a n t e  3 h o r a s .  Al cabo  de 
e s t e  t i e m p o ,  l o s  p o l i s o m a s  de  g r a n  tam aüo  h a b i a n  s e d i m e n t a d o  m i e n t r a s  
que l o s  p o l i s o m a s  p e q u e n o s  s e  e n c o n t r a b a n  en  l a s  c a p a s  de s a c a r o s a .  
P o r  m edio  de u n a  j e r i n g a  e s t é r i l ,  s e  e x t r a j e r o n  4 ml de c a d a  u n a  de 
e s t a s  c a p a s  de s a c a r o s a  y s e  d i l u y e r o n  co n  s o l u c i é n  A h a s t a  un  v o l u ­
men f i n a l  de 20 m l.  E l  s e d i m e n t o  de c a d a  t u b o  se  r e s u s p e n d i é  con  4 ml 
de s o l u c i é n  A y como en  e l  c a s o  a n t e r i o r ,  s e  l l e v é  a  un  v o lum en  de 
20 ml con  l a  misma s o l u c i é n .  A p a r t i r  de  e s t e  momento,  l o s  p o l i s o m a s  
de l a  i n t e r f a s e  y d e l  s e d i m e n t o  s e  p u r i f i c a r o n  en p a r a l e l o  p e r o  p o r  
s e p a r a d o ,  s o m e t i é n d o s e  a  d o s  p r o c e s o s  de l a v a d o  a  t r a v é s  de un  c o l ­
c h én  de s a c a r o s a , d e  l a  fo rm a  y a  d e s c r i t a .
Una v e z  c l a r i f i c a d o s  y m e z c l a d o s  co n  i g u a l  vo lum en  de g l i ­
c e r o l ,  l o s  p o l i s o m a s  se  g u a r d a r o n  a  -209C c o n s e r v a n d o s e  d u r a n t e  u n o s
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m eses  aunque  con  p é r d i d a s  p a r c i a l e s  de su  a c t i v i d a d .  La c o n c e n t r a ­
c i o n  f i n a l  de p o l i s o m a s  f u é  de 10 mg/ml,  d e t e r m i n a d a  de l a  misma f o r ­
ma que l a  de r i b o s o m a s .  Las p r e p a r a c i o n e s  o b t e n i d a s  p r e s e n t a r o n  l a  
a u s e n c i a  de a c t i v i d a d  GTPasa e n d o g e n a ,  r e q u e r i m i e n t o s  de f a c t o r e s  de 
p o l i m e r i z a c i o n  p a r a  a l a r g a r  s u s  c a d e n a s  n a c i e n t e s  e i n c o r p o r a r o n  en 
u n  s i s t e m a  de s i n t e s i s  de  p r o t e i n a s  con  SlOO, e n t r e  140 y 165 a m in o ­
a c i d o s  p o r  r i b o s o m a .
I I . 4 .  F a c t o r e s  de  p o l i m e r i z a c i o n
I I . 4 . 1 .  P r e p a r a c i o n  de  l o s  f a c t o r e s  5F-T y EF-G
Los f a c t o r e s  de p o l i m e r i z a c i o n  EF-T y EF-G se  e n c u e n t r a n  
en  e l  s o b r e n a d a n t e  SlOO de l o s  l i s a d o s  c e l u l a r e s .  Hemos p u r i f i c a d o  
d i c h o s  f a c t o r e s  a  h o m o g e n e id a d  e l e c t r o f o r é t i c a  s i g u i e n d o  e l  m étodo  
d e s c r i t o  p o r  P a r m e g g i a n i  y c o l s .  ( 1 9 7 1 ) con  a l g u n a s  m o d i f i c a c i o n e s  en 
l a  p u r i f i c a c i o n  d e l  EF-T,  i n t r o d u c i d a s  p o r  C h i n a l i  y c o l s .  ( 1 9 7 7 ) .
Se p a r t i o  de 120 g de  c é l u l a s  de E.  c o l i  B a l a s  que se  
p r o c e s o  de  l a  f o rm a  d e s c r i t a  en  l o s  a p a r t a d o s  I I . 2 . 1  y I I . 2 . 2 ,  p a r a  
o b t e n e r  e l  s o b r e n a d a n t e  SlOO. Los a c i d o s  n u c l é i c o s  d e l  SlOO s e  p r e -  
c i p i t a r o n  con u n a  s o l u c i o n  de s u l f a t o  de p r o t a m i n a  a l  2% ( p / v ) ,  en  
l a  p r o p o r c i o n  de  1 ml de  s o l u c i o n  p o r  25 ml de s o b r e n a d a n t e .  La s o ­
l u c i o n  s e  c e n t r i f u g é  d u r a n t e  5 min a ISOOOxg d e s e c h a n d o s e  e l  p r e c i p i -  
t a d o .  E l  s o b r e n a d a n t e  (240  ml)  se  s o m e t i é  a  f r a c c i o n a m i e n t o  con  
•CNH^)2S0^ a  02C. P a r a  e l l o ,  s e  l l e v é  a l  40% de s a t u r a c i é n  a n a d i e n d o  
l e n t a m e n t e  e l  v o lu m e n  n e c e s a r i o  de s o l u c i é n  de (NH^)2S0^ s a t u r a d a .
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A1 s o b r e n a d a n t e  de l a  c e n t r i f u g a c i o n  a  6000xg d u r a n t e  10 min ,  s e  a h a -  
d i o  (NH^)2SC^ h a s t a  e l  65% de s a t u r a c i o n .  D e sp u é s  de c e n t r i f u g a r ,  e l  
p r e c i p i t a d o  se  r e s u s p e n d i é  en 10 ml de s o l u c i é n  tam pén  B; KCl 150 mM 
T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  25 mM, DTT 1 mM y 10% de g l i c e r o l ,  d i a l i z a n d o s e  T r e n ­
t e  a  500 ml de l a  misma s o l u c i é n  d u r a n t e  u n a  n o c h e .
Una v e z  d i a l i z a d a ,  l a  s o l u c i é n  de f a c t o r e s  c r u d o s  se  some­
t i é  a  c r o m a t o g r a f l a  de cam bio  i é n i c o  en una  co lu m n a  (9 0 x 2 ,  6 cm) de 
DEAE-Sephadex A-50,  p r e v i a m e n t e  e q u i l i b r a d a  con  l a  s o l u c i é n  B. La mues- 
t r a  se  e l u y é  con  un  g r a d i e n t s  l i n e a l  de KCl (4  l i t r o s )  d e s d e  150 a 
350 mM en l a  misma s o l u c i é n  B. E l  o r d e n  de e l u c i é n  de l o s  f a c t o r e s  
f u é  e l  s i g u i e n t e :  EE-T, EF-Tu'GDP y p o r  u l t i m o  EF-G. A p a r t i r  de e s t e  
momento, l a  p u r i f i c a c i é n  de EF-T y EF-G se  l l e v é  p o r  s e p a r a d o  y se  
d e t a l l a  a c o n t i n u a c i é n .
EF-T
Las  f r a c c i o n e s  con a c t i v i d a d  EF-T ( e n s a y a d a  como se  i n d i c a
en e l  a p a r t a d o  I I . 4 . 3 )  s e  d i a l i z a r o n  e x h a u s t i v a m e n t e  f r e n t e  a  u n a  s o ­
l u c i é n  tam p én  Cr f o s f a t o  p o t a s i c o  (pH 7 , 1 - 7 , 4 )  5 mM, DTT 1 mM y g l i ­
c e r o l  10%. La s o l u c i é n  d i a l i z a d a  se  a p l i c é  a  u n a  co lum na  (2 0 x 2 ,  6 cm) 
de h i d r o x i l a p a t i t o  e q u i l i b r a d a  co n  e l  tam pén  G y se  e l u y é  con  un  g r a ­
d i e n t s  (700  ml)  de f o s f a t o  p o t a s i c o ,  d e s d e  20 a  150 mM en tam pén  0 .
Se r e c o g i e r o n  f r a c c i o n e s  de 10 ml,  s i e n d o  e l  f l u j o  de l a  co lum na  de 
30 ml a  l a  h o r a .  E l  p i c o  de a c t i v i d a d  EF-T (85  ml) e l u i d o  de l a  c o ­
lu m n a ,  se  s o m e t i é  a  f r a c c i o n a m i e n t o  con  s u l f a t o  a m é n ic o  e n t r e  52% y 
75% de  s a t u r a c i é n .  E l  p r e c i p i t a d o  se  r e s u s p e n d i é  en  5 ml de s o l u c i é n
tam pén  D: T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  2 5 mî«î y DTT 1 mM y se  d i a l i z é  f r e n t e  a l
mismo tam pén  d u r a n t e  t o d a  l a  n o c h e .
La u l t i m a  e t a p a  de p u r i f i c a c i é n  d e l  EF-T,  c o n s i s t i é  en u n a
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e l e c t r o f o r e s i s  p r e p a r a t i v a  en g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  ( v e a s e  a p a r t a d o
1 1 . 4 , 2 ) .  Las f r a c c i o n e s  que c o n t e n i a n  e l  EF-T y a  p u ro  (34  m l ) ,  se  
c o n c e n t r a r o n  con  A q u a c id a  I I  y d e s p u é s  de d i a l i z a r  f r e n t e  a  l a  s o l u ­
c i o n  D, se  g u a r d a r o n  a -2Q9C en g l i c e r o l  50%.
E l  g r a d o  de p u r e z a  de l a  p r e p a r a c i o n  de  EF-T se  comprobo 
p o r  e l e c t r o f o r e s i s  u n i d i m e n s i o n a l  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en  p r e s e n ­
c i a  de SDS, r e s u l t a n d o  dos  b a n d a s  de p r o t e i n a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  
EF-Tu y E F -T s .  La c o n c e n t r a c i o n  de p r o t e i n a s  se  d é t e r m i n é  p o r  e l  mé­
t o d o  de Lowry y c o l s .  (19 5 1 )  y o s c i l é  e n t r e  2 y 4 , 1  mg/ml de p r o t e i ­
n a ,  d e p e n d i e n d o  de l a  f r a c c i é n .
EF-G
Las  f r a c c i o n e s  de l a  co lum n a  de  BEAE-Sephadex A-50 que 
c o n t e n i a n  e l  f a c t o r  EF-G ( e n s a y a d a s  p o r  a c t i v i d a d  G T P a s ic a  d e p e n d i e n -  
t e  d e l  f a c t o r )  s e  l l e v a r o n  a l  59% de s a t u r a c i é n  de s u l f a t o  a m é n ic o .  
E l  p r e c i p i t a d o  se  r e s u s p e n d i é  en un  v o lu m en  p eq u en o  de s o l u c i é n  D y 
se  d i a l i z é  f r e n t e  a l a  misma s o l u c i é n ,  t o d a  l a  n o c h e .
E l  EF-G se  p u r i f i c é  a  c o n t i n u a c i é n ,  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  
p r e p a r a t i v a  en g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  ( a p a r t a d o  I I . 4 . 2 )  y l a s  t r è s  
f r a c c i o n e s  a c t i v a s  (30  ml)  se  p r o c e s a r o n  de  l a  fo rm a  d e s c r i t a  p a r a  
e l  EF-T.  Como en  e l  c a s o  de  e s t e  u l t i m o ,  s e  d é t e r m i n é  e l  g r a d o  de p u ­
r e z a  de l a  p r e p a r a c i é n  de EF-G p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i ­
l a m i d a  ( u n a  s o l a  b a n d a  se  d é t e c t é  en e l  g e l )  y l a  c o n c e n t r a c i é n  de 
p r o t e i n a s  que o s c i l é  e n t r e  17 y 31 mg/ml de p r o t e i n a ,  s e g u n  l a  f r a c ­
c i é n  e n s a y a d a .
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1 1 , 4 . 2 .  E l e c t r o f o r e s i s  p r e p a r a t i v a
Hemos u t i l i z a d o  e l  m étodo  d e s c r i t o  p o r  Chrambach  y Rodband 
( 1 9 7 1 ) .  La e l e c t r o f o r e s i s  se  r e a l i z o  en un  a p a r a t o  P o l i p r e p  200 ( B u c h -  
1 e r  I n s t r u m e n t s ,  New Y o r k ) .
E l  g e l  de  s e p a r a c i o n ,  de  a p r o x im a d a m e n te  5 cm de  a l t u r a , s e  
fo rm é  m e z c l a n d o :  1 0 , 5  ml de T r i s - H C l  (pH 8 , 9 )  3 M, 21 ml de u n a  s o l u ­
c i é n  que c o n t e n i a  7,5 g de a c r i l a m i d a  y 0 , 1 8  g de b i s a c r i l a m i d a  en 
25 ml de H2O, 42 ml de  s o l u c i é n  de  p e r s u l f a t o  a m é n ic o  ( 2,8 m g /m l ) ,
1 0 , 5  ml de H2O y 50 yul de TEMED. S o b re  e l  g e l  de s e p a r a c i é n ,  u n a  v e z  
p o l i m e r i z a d o  a  t e m p e r a t u r a  a m b i a n t e ,  s e  c o l o c a  e l  g e l  de e m p a q u e t a -  
m i e n t o .  E s t e  g e l  de m enor c o n s i s t e n c i a  que e l  a n t e r i o r ,  s e  fo rm é  mez­
c l a n d o  3 , 2  ml de T r i s - H C l  (pH 6 , 8 ) 250 mM, 6 , 4  ml de u n a  s o l u c i é n  que 
c o n t e n i a  1 g de a c r i l a m i d a  y 0,072 g de b i s a c r i l a m i d a  en 10 ml de H2O, 
4 , 8  ml de s a c a r o s a  a l  40% ( p / v ) ,  8 ml de H2O, 15 yul  de TEMED y 3 , 2  ml 
de u n a  s o l u c i é n  de r i b o f l a v i n a  ( 0 , 0 4  m g /m l ) .  La p o l i m e r i z a c i é n  de e s ­
t e  se g u n d o  g e l  se  r e a l i z é  en  p r e s e n c i a  de l u z  en  u n o s  m i n u t o s .
f
La s o l u c i é n  tam pén  de l a  câm ara  i n f e r i o r  ( r e c i p i e n t s  a n i é -  
n i c o )  e r a  T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  0 , 1  M y l a  de l a  c am ara  s u p e r i o r  ( r e c i ­
p i e n t s  c a t i é n i c o )  e r a  T r i s - g l i c i n a  (pH 8 , 9 ) .  P a r a  l a  e l u c i é n  se  u t i -  
l i z é  tam p én  T r i s - H C l  ( pH 7 , 8 )  25 mM.
La m u e s t r a ,  6 ml,  se  d i a l i z é  p r e v i a m e n t e  f r e n t e  a  T r i s - H C l  
(pH 6 , 9 ) y DTT 1 mM. Se a p l i c é  en  s a c a r o s a  a l  10% ( p / v )  y con  2 y j .  
de a z u l  de b r o m o f e n o l  ( 2 , 4  mg/ml) como i n d i c a d o r .  La e l e c t r o f o r e s i s  
se  r e a l i z é  a 35 mA (100  v o l t i o s )  h a s t a  que l a  m u e s t r a ,  v i s u a l i z a d a  
p o r  e l  m a r c a d o r ,  p é n é t r a  en e l  g e l  de s e p a r a c i é n .  En e s e  momento, l a  
i n t e n s i d a d  se  s u b i é  a  40 mA m a n t e n i é n d o s e  a s i  d u r a n t e  16 h o r a s .  Las
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p r o t e i n a s  m i g r a r o n  h a c i a  e l  p o l o  p o s i t i v o ,  s i e n d o  a r r a s t r a d a s  a  l a  
s a l i d a  d e l  g e l  p o r  l a  s o l u c i o n  de e l u c i o n .
1 1 , 4 , 3 .  E nsayo  de a c t i v i d a d  de l o s  f a c t o r e s  de  p o l i m e r i z a c i o n
P a r a  d e t e c t a r  l a  a c t i v i d a d  d e l  f a c t o r  EF-G en  l a s  d i s t i n -  
t a s  f a s e s  de p u r i f i c a c i o n ,  se  u t i l i z a r o n  d o s  t i p o s  de e n s a y o s .  En e l  
p r i m e r o ,  se  m id io  l a  h i d r o l i s i s  de [ ' |J-^^!^GTP d e p e n d i e n t e  de r i b o s o ­
mas y d e l  f a c t o r  E F - G , t a l  como se  d e s c r i b e  en  e l  a p a r t a d o  I I I . 7 .  Las 
m e z c l a s  de r e a c c i o n  (30  yuJL) l l e v a b a n  2 yul de  l a  f r a c c i o n  a e n s a y a r ,  
u t i l i z a n d o s e  como c o n t r ô l e s  m e z c l a s  con  2 j u l  de H2O o de f a c t o r  EF-G 
p u r i f i c a d o .  Todas  l a s  f r a c c i o n e s  se  e n s a y a r o n  en  p r e s e n c i a  y a u s e n ­
c i a  de r i b o s o m a s  con o b j e t o  de c o r r e g i r  l a  GTPasa i n d e p e n d i e n t e  de 
l o s  mismos ,  p r e s e n t e  en  l a s  f r a c c i o n e s  poco  p u r i f i c a d a s .
En e l  segu n do  e n s a y o  de  a c t i v i d a d  se  m id io  l a  f o r m a c i o n  
d e l  c o m p l e j o  [^h]GDP*EF-G*r i b o s o m a * a c . f u s i d i c o  que se  r e t i e n e  en f i l ­
t r e s  de  N i t r o c e l u l o s a  ( a p a r t a d o  I I I . 8 ) .
P a r a  e l  e n s a y o  de EF-T se  d e t e r m i n e  l a  f o r m a c i o n  d e l  com­
p l e j o  [^H] GDP*EF-Tu que se  a b s o r b e  s e l e c t i v a m e n t e  en  f i l t r e s  de  N i t r o ­
c e l u l o s a .  Las m e z c l a s  de r e a c c i o n ,  18 /a1, c o n t e n i a n :  KCl 55 m M ,T r is -  
-HCl (pH 7 , 8 )  11 mM, MgAC2 10 mM, 2 - m e r c a p t o t a n o l  5 mM, P h ]  GDP 2 , 6  juM 
(540 cpm/pm ol)  y 2 yuJL de l a  f r a c c i o n  a e n s a y a r .  Se i n c u b a r o n  5 min a 
309C y d e s p u é s  de d i l u i r  con  2 ml de u n a  s o l u c i o n  de l a  misma compo- 
s i c i o n  i o n i c a  que l a  m e z c l a  de r e a c c i o n ,  s e  f i l t r a r o n  a  t r a v é s  de un 
f i l t r e  de N i t r o c e l u l o s a  l a v a n d o s e  é s t e  t r è s  v e c e s  con  2 ml de l a  m i s ­
ma s o l u c i o n .  Los f i l t r e s  se  s e c a r o n  y se  c o n t a r o n  en T o l u e n o - B u t i l  PBD.
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1 1 ,5 .  P r e p a r a c i o n  de a m in o a c i l - t R N A s
La a m i n o a c i l a c i o n  i n  v i t r o  de u n  tRNA,con su  a m i n o à c i d o  
e s p e c i f i c o  c o r r e s p o n d i e n t e ,  r e q u i e r e  l a  p r e s e n c i a  de l a s  a m i n o a c i l -  
-tRNA s i n t e t a s a s  ( e s p e c i f i c a s  p a r a  c a d a  a m i n o à c i d o ) ,  ATP y un  medio  
i o n i ]0 a d e c u a d o .
P a r a  l a  p r e p a r a c i o n  de pH ]Phe- tRN A  u t i l i z a m o s  como s u s -  
t r a t D  u n a  m e z c l a  c o m e r c i a l  de tRNAs de E. c o l i  B. E l  r e s t o  de l a s  p r e -  
p a r a s i o n e s :  [ '^•'C] Phe-tRNA^*^® , [%] Phe-tRNA^^® y [^h]  Tyr-tRNA'^^^ se  o b -
t u v i s r o n  a  p a r t i r  de tRNAs p u r i f i c a d o s  de E . c o l i  e s p e c i f i c o s  p a r a  f e -  
n i l a l a n i n a  y p a r a  t i r o s i n a .  La f u e n t e  de a m i n o a c i l - t R N A  s i n t e t a s a s ,  
u t i l l z a d a  en  l a  c a r g a  de tRNA m e z c l a ,  f u é  l a  f r a c c i o n  SlOO c r u d a  ob -  
t e n i d a  t a l  como se  e x p l i c a  en  e l  a p a r t a d o  I I . 2 . 2 .  P a r a  l a  c a r g a  de 
tRNA'^® y tRNA^y^ p u r i f i c a d o s ,  se  u t i l i z o  u n  SlOO p a r c i a l m e n t e  p u r i f i ­
c ad o  ( a p a r t a d o  1 1 . 2 . 2 , 1 )  l i b r e  de tRNAs y a m i n o a c i d o s .  De e s t a  fo rm a ,  
se  e r i t o  que a p a r e c i e r a n  en l a  r e a c c i o n  de c a r g a  o t r a s  e s p e c i e s  de 
a m in o a c i l - tR N A s  que c o n t a m i n a r i a n  n u e s t r a  p r e p a r a c i o n .
En t o d o s  l o s  c a s o s ,  a n t e s  de r e a l i z a r  l a  c a r g a  a e s c a l a  p re-  
p a r a i i v a , s e  h i c i e r o n  e n s a y o s  p r e v i o s  con  o b j e t o  de e n c o n t r a r  l a s  c a n -  
t i d a d e s  o p t i m a s  de SlOO y tRNA p a r a  o b t e n e r  e l  maximo r e n d i m i e n t o .  P a ­
r a  e l l o ,  s e  u t i l i z a r o n  m e z c l a s  de r e a c c i o n  de 20 yitl que c o n t e n i a n :
NH^Cl 100 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  200 mM, MgACg 20 mM, DTT 2 mM, ATP 
5 mM, CTP 0 , 0 5  mM ( s e  afiade p a r a  r e g e n e r a r  e l  e x t r e m o  t e r m i n a l  CCA c o -  
mun a t o d o s  l o s  tRNAs), e l  a m i n o a c i d o  r a d i a c t i v o  c o r r e s p o n d i e n t e  a 
u n a  c o n c e n t r a c i o n  de 1 0 -1 5  yuuM y c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de SlOO o tRNA. 
Después de  i n c u b a r  15 min a  3090,  l a  r e a c c i o n  se  p a r é  en  h i e l o  y en  
p r e s e n c i a  de 50 yug de BSA, se  p r é c i p i t é  con  1 ml de TCA 10% ( v / v )  f r i o ,
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E l  p r e c i p i t a d o  se  s e p a r o  p o r  f i l t r a c i d n  a t r a v é s  de f i l t r e s  de f i b r a  
de v i d r i o  Whatman GF/A, l a v a n d o s e  t r è s  v e c e s  con 2 , 5  ml de TC.A 5% y 
se  d é t e r m i n é  s u  r a d i a c t i v i d a d ,
I I . 5 . 1 .  P r e p a r a c i é n  de  Phe-tRNA
La m e z c l a  de r e a c c i é n  (5  ml)  ademas de l o s  c o m p o n e n te s  a n ­
t e r i o r m e n t e  i n d i c a d o s ,  c o n t e n i a :  [^h] Phe 15 yuM-con u n a  a c t i v i d a d  e s -
p e c i f i c a  de 1840 cpm /pm ol ,  m e z c l a  de tRNAs 133 yU,K ( é q u i v a l e n t e  a  3 , 3  
mg/ml) y 170 y j .  de e x t r a c t o  SlOO c r u d o .  D espués  de i n c u b a r  15 min a 
309C, l a  r e a c c i é n  se  d e t u v o  a n a d i e n d o  1 , 2 5  ml de EDTA (pH 5) 0 , 1  M.
A c o n t i n u a c i é n ,  s e  d e s p r o t e i n i z é  a h a d i e n d o u n  vo lum en  de f e n o l  s a t u r a -  
do de a g u a  y a g i t a n d o  f u e r t e m e n t e  d u r a n t e  5 min a  09C en un  v o r t e x .
Las dos  f a s e s ,  a c u o s a  y f e n é l i c a ,  se  s e p a r a r o n  p o r  c e n t r i f u g a c i é n  d u ­
r a n t e  5 min a  8000xg  y l a  c a p a  f e n é l i c a  se  v o l v i é  a e x t r a e r  con  5 ml 
de HgO. M e z c la d a s  l a s  d o s  f a s e s  a c u o s a s  o b t e n i d a s ,  s e  l l e v a r o n  a  0 , 1  M 
de NaAc (pH 5) y se  p r é c i p i t é  e l  tRNA con  d os  v o lu m e n e s  de e t a n o l  a b ­
s o l u t e  a  -209C ,  d u r a n t e  3 h o r a s .  E l  p r e c i p i t a d o  se  s é p a r é  p o r  c e n t r i ­
f u g a c i é n  5 min a  lOOOOxg y u n a  v e z  r e s u s p e n d i d o  en 5 ml de NaAc 0 , 1  M, 
se  s o m e t i é  a  u n a  s e g u n d a  p r e c i p i t a c i é n  con  e t a n o l .
Con o b j e t o  de e l i m i n a r  l o s  n u c l e o t i d o s  y o t r a s  m o l é c u l a s  
de  b a j o  p e s o  m o l e c u l a r ,  e s t e  s e g u n d o  p r e c i p i t a d o  d i s u e l t o  en  1 ml de 
s o l u c i é n  de NaAc (pH 5) 200 y&M y EDTA 50 ^uM, se  s o m e t i é  a  f i l t r a c i é n  
en co lum na  de S ep h a d ex  G-25 ( 1 , 6x 40 cm), e q u i l i b r a d a  con  l a  misma s o ­
l u c i é n  i é n i c a .  E l  Phe-tRNA e l u y é  en e l  vo lu m en  e x c l u i d o  de l a  c o lu m ­
n a  y se  l o c a l i z é  m id i e n d o  l a  r a d i a c t i v i d a d  en  p e q u e h a s  a l i c u o t a s  ( 5 yul)
- 5 1 -
de c a d a  f r a c c i o n .  Las  f r a c c i o n e s  que t e n i a n  l a  maxima r a d i a c t i v i d a d  
se  u n i e r o n  y c o n c e n t r a r o n  con A q u a c id a  I I ,  h a s t a  un  v o lum en  a p r o x i -  
mado de 2 m l ,  g u a r d a n d o s e  en Ng l i q u i d o  s i n  h i d r o l i s i s  a p r e c i a b l e .
E l  r e n d i m i e n t o  t e o r i c o  o b t e n i d o  f u é  de 416 pm ol/À2^Q de 
tRNA. P a r a  r e a l i z a r  e s t e  c a l c u l e ,  asumimos que de l a  m e z c l a  de tRNAs 
u t i l i z a d a ,  e l  3% c o r r e s p o n d e  a  tRNA de f e n i l a l a n i n a  y que 1 mg/ml de 
tRNA é q u i v a l e  a  25 u n i d a d e s  o p t i c a s  ( m e d id a s  a  260 nm) p o r  ml.
I I . 5 . 2 .  P r e p a r a c i o n  de P h e - t R N A y  Tyr- tRNA^^^
En t o d o s  l o s  c a s o s ,  l a  r e a c c i o n  de c a r g a  se  r e a l i z o  de ma- 
n e r a  a n a l o g a  a  l a  d e l  Phe-tRNA. Las  m e z c l a s  de r e a c c i o n  (2 m l ) , a d e m a s  
de l a s  c o n d i c i o n e s  i o n i c a s  y c o n c e n t r a c i o n  de n u c l e o t i d o s  ya  d e s c r i -  
t a s ,  c o n t e n i a n  tRNA^^® y tRNA^^^ p u r o s ,  c o m e r c i a l e s  (SIGMA) a u n a  c o n ­
c e n t r a c i o n  de 15 yuM y 12 jaM ( 6 , 7  y 4 , 3  ^260  ^ n i d a d e s / m l )  r e s p e c t i v a -  
m e n te ,  100 yul de f r a c c i o n  3100 p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a  y e l  a m i n o à c i ­
do i s o t o p i c a m e n t e  m arcad o  a u n a  c o n c e n t r a c i o n  de  10 yxNI, con  a c t i v i d a d  
e s p e c i f i c a  de  950 ,  1956 y 2454 cpm/pmol p a r a  P h e , [_^h] Phe y Tyi
r e s p e c t i v a m e n t e .
Las  m e z c l a s  se  i n c u b a r o n  15 min a  309C y d e s p u é s  de  p a r a r  
l a  r e a c c i o n ,  s e  p r o c e d i o  a  l a  d e s p r o t e i n i z a c i o n  con  f e n o l  t a l  como se  
h a  e x p l i c a d o  a n t e r i o r m e n t e .  Como l a  c o n c e n t r a c i o n  de tRNA u t i l i z a d a  
e r a  muy b a j a ,  p r e s c i n d i m o s  de l a  p r e c i p i t a c i é n  con  e t a n o l .  La p u r i f i ­
c a c i o n  d e l  a m i n o a c i l - t R N A  se  r e a l i z é  a p l i c a n d o  d i r e c t a m e n t e  l a  f a s e  
a c u o s a  p r o c é d a n t e  de l a  e x t r a c c i é n  con f e n o l  a  un a  co lum na  de S e p h a ­
dex G -2 5 .  Las  f r a c c i o n e s  que c o n t e n i a n  e l  p i c o  de r a d i a c t i v i d a d  se
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r e u n i e r o n  y g u a r d a r o n  c o n g e l a d a s  a  -809C .
I I . 5 . 3 .  A c e t i l a c i o n  de  Phe-tRNA^^^ y Tyr-tRNA.'^^^
La a c e t i l a c i o n  se  l l e v o  a  c ab o  s e g u n  e l  m étodo  d e s c r i t o  
p o r  H a e n n i  y C h a p e v i l l e  ( 1 9 6 6 ) .
Se p a r t i o  de  2 ml de s o l u c i o n  de Phe-tRNA.^^® o T yr- tRN A^^^  
r a d i a c t i v o s  a  u n a  c o n c e n t r a c i o n  a p r o x i m a d a  de 2-3 ywJ4, d e p e n d i e n d o  de 
l a  p r e p a r a c i o n .  M a n te n ie n d o  l a  t e m p e r a t u r a  a  Q9C, se  a n a d i o  NaAc (pH 3] 
1 M h a s t a  u n a  c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  deq25  mM y ,  a  c o n t i n u a c i é n ,  3 0 0 j j l  
de a n h i d r i d o  a c é t i c o  r e p a r t i d o s  en  t r è s  p o r c i o n e s  de 100 y j .  c a d a  u n a ,  
que s e  a h a d i e r o n  a i n t e r v a l o s  de 40 m in .  P a r a  e l i m i n a r  e l  à c i d o  a c é ­
t i c o  f o rm a d o ,  l a  m e z c l a  se  d i a l i z é  e x h a u s t i v a m e n t e  f r e n t e  a EDTA (pH 5' 
50 yuiM, se  c o n c e n t r é  con  A q u a c id a  I I  y se  c o n s e r v é  a - 8 0 9 0 .
E l  g r a d o  de  a c e t i l a c i é n  se  comprobé  m e d i a n t e  l a  h i d r é l i s i s  
a l c a l i n a  d e l  AcPhe-tRNA y l a  p o s t e r i o r  e x t r a c c i é n  en a c e t a t o  de e t i l o  
a  pH à c i d o  d e l  AcPhe fo r m a d o .  En e s t a s  c o n d i c i o n e s ,  l a  f e n i l a l a n i n a  
no a c e t i l a d a ,  no e s  e x t r a i b l e  p o r  e l  d i s o l v e n t e  y p e rm a n ec e  en l a  f a ­
se  a c u o s a .
I I . 6 . O t r o s  m a t e r i a l e s
I I . 6 . 1 .  P r e p a r a c i é n  y p u r i f i c a c i é n  de [X-^^P] GTP
E l  GTP f u é  s i n t e t i z a d o  en  n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  p o r
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S o n s ô le s  Campuzano, de a c u e r d o  con  e l  m étodo  d e s c r i t o  p o r  Glynn  y 
C h a p p e l l  ( 1 9 6 4 ) .  La p u r i f i c a c i o n  se  l l e v o  a cabo  p o r  a b s o r c i o n  d e l  
1} | ( -^ ^p ]g tP  en c a r b o n  a c t i v a d o  y p o s t e r i o r  e l u c i o n  con u n a  s o l u c i o n  
de e : a n o l - a m o n i a c o .
I I . 6 .2 .  L i q u i d o s  de c e n t e l l e o
Todas  l a s  m u e s t r a s  r a d i a c t i v a s  s e  m i d i e r o n  en c o n t a d o r e s  
de c e n t e l l e o  l i q u i d o  Beckman mod.LSlOO e I n t e r t e c h n i q u e  mod. SL30.
P a r a  d e t e r m i n a r  l a  r a d i a c t i v i d a d  de m u e s t r a s  en f i l t r e s  
de n i t r a t o  de c e l u l o s a ,  de f i b r a  de v i d r i o  o en  p a p e l  de c r o m a t o g r a -  
f i a ,  s e  s u m e r g i e r o n  e s t o s , u n a  v e z  s e c o s ,  en 2 ml de t o l u e n o  con 5 g / l  
de b u t i l - P B D .  En e l  c a s o  de m u e s t r a s  a c u o s a s  se  a h a d i o ,  en l a  p r o p o r ­
c i o n  de 9 a  1 con  r e s p e c t e  a  l a  m u e s t r a ,  s o l u c i o n  de B ray  ( I 9 6 0 )
que c o n t i e n e  60 g de n a f t a l e n o ,  5 g de b u t i l - P B D ,  100 ml de m e t a n o l
y d io x an o  h a s t a  1 l i t r o .  P o r  u l t i m e ,  l a s  m u e s t r a s  en a c e t a t o  de e t i l o
se  c o n t a r o n  con 2 ml de u n a  s o l u c i o n  c o m p u e s t a  p o r  1 l i t r o  de t o l u e n o ,
250 n i  de m e t o x i e t a n o l  y 5 g de b u t i l - P B D .
I I . 6 . 3 .  P r e p a r a c i o n  de r é s i n a s  p a r a  c r o m a t o g r a f l a  en  co lum na
Hemos u t i l i z a d o  d o s  t i p o s  de  r é s i n a s  en l a s  c r o m a t o g r a -  
f i a s  en  co lum na r e s e h a d a s  en  e s t e  c a p i t u l e :  t a m i c e s  m o l e c u l a r e s ,  c o ­
mo Sephadex G-25,  que s e p a r a n  d i s t i n t a s  m o l é c u l a s  en f u n c i o n  de su  
tamano,  y r é s i n a s  de i n t e r c a m b i o  i o n i c o  como DEAE-Sephadex A-50 y
? —54—
i
iD E A E -c e lu lo s a  (W hatm an) .  Los g e l e s  de S e p h ad ex  G-25 se  p r e p a r a r o n  p o r  
e b u l l i c i o n  de l a  r é s i n a  s e c a  con a g u a  d u r a n t e  1 h o r a .  P a r a  p r e p a r a r  
DEAE-Sephadex A-50 ,  b a s t o  con p o n e r  l a  r é s i n a  en s o l u c i o n  tam pon  d u ­
r a n t e  u n a s  h o r a s ,  l a v a n d o l a  a c o n t i n u a c i é n  v a r i a s  v e c e s  con  l a  misma 
s o l u c i é n .  La D E A E - c e lu lo s a  p r é c i s é  de un  t r a t a m i e n t o  d u r a n t e  30 min 
con  HCl 0 , 5  N, s e g u i d o  de  o t r o  con  NaOH 0 , 5  N y p o s t e r i o r e s  l a v a d o s  
con  a g u a  h a s t a  a l c a n z a r  un  pH n e u t r e ;  e l  u l t i m o  l a v a d o  de l a  r é s i n a  
se  r e a l i z é  co n  l a  s o l u c i é n  t am p én .
En t o d o s  l o s  c a s o s  ( a n t e s  de p r o c é d e r  a l  e m p a q u e t a m i e n t o  
de l a  c o lu m n a)  se  e l i m i n a r o n  l a s  p a r t i c u l a s  f i n a s  que p e rm a n e c e n  en 
s u s p e n s i é n  cu an d o  h a  s e d i m e n t a d o  l a  mayor p a r t e  de l a  r é s i n a .  De e s ­
t a  fo rm a  se  c o n s i g u i é  a u m e n t a r  e l  f l u j o  de e l u c i é n  a t r a v é s  d e l  g e l .
Las  c o lu m n a s  u t i l i z a d a s ,  de l a  c a s a  P h a r m a c i a  F i n e  Chemi­
c a l s ,  s e  r e f r i g e r a r o n  m e d i a n t e  un  baho con  bomba de c i r c u l a c i é n  e x t e ­
r i o r  a 0 9 0 .  En e l  c a s o  de S e p had ex  G -25 ,  S e p h a r o s a  6B y D E A E - c e lu lo s a  
l a  e l u c i é n  se  e f e c t u é  p o r  g r a v e d a d ,  m i e n t r a s  que p a r a  DEAE-Sephadex 
A-50 l a  p r e s i é n  n e c e s a r i a  p a r a  l a  e l u c i é n  s e  s u m i n i s t r é  con  u n a  bom­
ba  p e r i s t à l t i c a  a u t o m à t i c a  P h a r m a c i a .
I I . 6 . 4 .  P r o c e d e n c i a  de l o s  p r o d u c t o s  q u i m i c o s  y b i o q u i m i c o s .
A c e t a t o  de  e t i l o  Merck
A c e t o n a  Merck
A c id o  a c é t i c o  Merck
A c id o  c l o r h i d r i c o  Merck
A c id o  f u s i d i c o  F a r m a b i é n
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A c id o  p o l i u r i d i l i c o  
A c id o  t r i c l o r o a c e t i c o  
A c r i l a m i d a
A lb u m in a  b o v i n a  ( f r a c c i o n  V) 
A lu m in a  ( A l c o a  A-305)  
A m in o a c id o s
A m in o a c id o s  r a d i a c t i v o s  
( P h e ,  T y r ,  S e r ,  V a l )  
Amoniaco
A n h i d r i d o  a c é t i c o  
A q u a c i d a  I I  
ATP
A zul  de  b r o m o f e n o l  
B a c t o t r i p t o n a  
B l u e n s  o m i c i n a  
B r i j  35 
B u t i l - P B D  
C a rb o n  a c t i v a d o  
C r e s o l  
CTP
D E A E - c e lu l o s a  (DE-23) 
DEAE-Sephadex-A50 
D e s o x i r r i b o n u c l e a s a  I  
( d e  p a n c r e a s  b o v i n e )  
D io x a n o  
D i t i o t r e i t o l  





S e r v a
Sigma
R a d i o c h e m i c a l  C e n t r e ,  Amershan
Merck
Merck
C a lb io c h e m
Sigma
BDH
D i f c o
U p jo h n
Sigma





P h a r m a c i a
Sigma
C a r l o  E r b a  
Sigma 
C o n e jo
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D o d e c i l  s u l f a t o  s o d i c o  
EDTA
E s p a r s o m ic i n a  
E s t r e p t o m i c i n a  
E t a n o l
E x t r a c t o  de l e v a d u r a
F e n o l
/
F i l t r o s  de f i b r a  de v i d r i o  
(GF/A, GF/B, GF/F)
F i l t r o s  de n i t r a t o  de c e l u l o s a
F o s f o e n o l p i r u v a t o
GDP
GDP r a d i a c t i v o  
G e n t a m i c i n a  C,
G e n t a m i c i n a  Cl a
G l i c e r o l
G l i c i n a




H i d r o x i l a p a t i t o  
H i g r o m i c i n a  A 
H i g r o m i c i n a  B 
K a n a m ic in a  A 
K a n a m ic in a  B 
L i s o z i m a
Merck
Merck
U p jo h n
S q u ib b
Merck
D i f c o
Merck
Whatman
M i l l i p o r e
Sigma
Sigma
R a d i o c h e m i c a l  C e n t r e ,  Amershan
S o b e r i n g  C orp .  USA
S o b e r i n g  C o rp .  USA
Merck
Merck
F e r o s a
B o c h r i n g e r L
B o e h r i n g e r
Sigma
S e r v a
E l i  L i l l y  and  Co.
L i l l y  L a b s .  USA 
B r i s t o l  L a b s .  USA 
B r i s t o l  L a b s .  USA 
Sigma
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2- m e r c a p t o e t a n o l
M e ta n o l
M e t o x i e t a n o l
N a f t a l e n o
Neamina
N e o m ic in a  B
N e o m ic in a  C
N -N ' -m e t  i l e n - ■ b i s a c r i l a m i d a  
P a p e l  c r o m a t o g r a f l a  
Whatman n s i  
P a ro m o m ic in a  
P i r i d i n a
P i r u v a t o - k i n a s a ,  t i p o  I I
(m u sc u lo  e s q u e l e t i c o  de c o n e j o )  
P u r o m i c i n a
P u r o m i c i n a  r a d i a c t i v a
R i b o f l a v i n a
R i b o s t a m i c i n a
S a c a r o s a
S a l e s
Sephadex  G-25 
S e p h a r o s a  6B 
S i s o m i c i n a
S u l f a t o  de  p r o t a m i n a  
( g r a d o  I I )  de sa lm on  
TEMED
T e t r a c l c l i n a
Merck
Merck
BDH ( B r i t i s h  Drug H ouses  L t d , )
Merck
U p jo h n
U p jo hn
U p jo h n
Merck
Whatman




R a d i o c h e m i c a l  C e n t r e ,  Amershan 
Sigma
M e i j i  S e i k a  K a i s k a  ( J a p o n )
A n a l a r
Merck
P h a r m a c i a
P h a r m a c i a
S o b e r i n g  C o rp .  USA
Sigma
S e r v a
P f i z e r
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T o b r a m i c i n a
T o lu e n o
T r i s - b a s e
tRNA de B. c o l i  ( m e z c l a )
tRNA de E. c o l i  e s p e c i f i c o  p a r a  Phe
tRNA de E. c o l i  e s p e c i f i c o  p a r a  T y r
Tubo de d i a l i s i s  V i s k i n g  8 /3 2
V e r d a m i c i n a
V e r n a m i c i n a  A
V i o m i c i n a
L i l l y  I n d i a n a
P e r o s a
Sigma
G e n e r a l  B i o c h e m i c a l s
Sigma
Sigma
S e r v a
S o b e r i n g  C orp .
P f i z e r
P a r k e - D a v i s
CAPITULO I I I
M E T O D O S  A N A L I T I C O S
1 1 1 . 1 .  F i j a q i o n  de a m i n o a c i l - t R N A s  a r i b o s o m a s
1 1 1 . 2.  T r a n s l o c a c i o n
1 1 1 . 3 .  S i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a
1 1 1 . 4 .  D e t e r m i n a c i o n  de l a  p o s i c i o n  de c a d e n a s  p e p t i d i c a s  n a c i e n t e s
1 1 1 . 5. E l e c t r o f o r e s i s  de a l t o  v o l t a j e
1 1 1 .6 . E nsa yo  de l a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a
1 1 1 . 7 .  H i d r o l i s i s  de GTP d e p e n d i e n t e  de EF-G y r i b o s o m a s
1 1 1 .8 . F o r m a c io n  d e l  c o m p l e j o  r ibosom a»EF-G *G D P*àc . f u s i d i c o
1 1 1 . 9 .  I n t e r c a m b i o  de GDP en  e l  c o m p l e j o  c u a t e r n a r i o
1 1 1 . 10 .  D e s p r e n d i m i e n t o  d e l  AcPhe-tRNA p r e v i a m e n t e  f i j a d o  a l  s i t i o  
r i b o s o m i c o  A
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1 1 1 . 1 .  F i . j a c i o n  de a m i n o a c i l - t R N A s  a r i b o s o m a s
1 1 1 . 1 . 1 .  T e c n i c a  a n a l i t i c a
P a r a  e s t i m a r  l a  c a n t i d a d  de a m in o a c i l - tR N A  f i j a d o  a l  s i t i o  
a c e p t o r  o d o n a d o r  d e l  r i b o s o m a  ( d e p e n d i e n d o  de l a s  c o n d i c i o n e s  e l e -  
g i d a s ) ,  u t i l i z a m o s  l a  t e c n i c a  de f i l t r a c i d n  a  t r a v é s  de membranas de 
n i t r o c e l u l o s a  ( M i l l i p o r e  HA, 0,45/*-).  D ic h o s  f i l t r o s  r e t i e n e n  r i b o s o ­
mas l i b r e s  o c o m p l e j a d o s  con  a m i n o a c i l - t R N A ,  que u t i l i z a m o s  i s o t o p i ­
c a m e n te  m arc ad o  ( N i r e n b e r g  y L e d e r ,  1 9 6 4 ) .
Las  m e z c l a s  de r e a c c i o n  se  d i l u y e r o n  en  2 ml de s o l u c i o n  
tam pon  a 09C, de i g u a l  c o m p o s i c i o n  i o n i c a  que l a  m e z c l a  y se  f i l t r a ­
r o n  p o r  s u c c i o n .  E l  f i l t r o  se  l a v o  dos  v o c e s '  con  2 ml de l a  misma s o ­
l u c i o n  y u n a  v e z  s e c o ,  se  d e t e r m i n e  su  r a d i a c t i v i d a d  ( a p a r t a d o  11, 6 . 2 ) .
I I I . 1 . 2 .  F i j a c i o n  e n z i m a t i c a  de Phe-tRNA
La f i j a c i o n  e n z i m a t i c a  de Phe-tRNA a l  s i t i o  a c e p t o r  de r i ­
bosom as ,  p r o g r a m a d o s  con p o l i  (U ) ,  r e q u i e r e  l a  p r e s e n c i a  de l o s  f a c ­
t o r e s  de p o l i m e r i z a c i o n  EF-Tu y E F -T s ,  n u c l e o t i d o s  de g u a n o s i n a  t r i -  
f o s f a t o  y c o n d i c i o n e s  i o n i c a s  a d e c u a d a s .
La a c t i v a c i o n  de l o s  r i b o s o m a s ,  p r e v i a  a  l a  r e a c c i o n  de 
f i j a c i o n ,  s e  h i z o  a  309C d u r a n t e  30 min en  l a s  s i g u i e n t e s  c o n d i c i o n e s  
NH^Cl 52 mM, KCl 38 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  10 mM, MgACg 20 mM, DTT
2 , 5  mM, 5 0 -1 0 0  yug/ml de p o l i ( U )  y 3 5 -3 9  u n i d a d e s  o p t i c a s  de r i b o s o ­
mas p o r  m l .
— 60-
l a  f  i j a c i o n  d e l  Phe-tRNA se  l l e v o  a cabo  en m e z c l a s
de i n c u b a c i o n  de 2 0 -8 0  jjX que c o n t e n i a n :  NH^Cl 17 mM, KOI 50 mM, Tr is*  
-HCl (pH 7 , 8 )  20 mM, MgACg 8 , 5 - 1 0  mM, r i b o s o m a s  9 , 2  u n i d a d e s  o p t i c a s  
p e r  m l .  Phe-tRNA o , 2 6  y*M, EP-T 52 yu^/ml y GTP 90 La r e a c c i o n
comenzo con l a  a d i c c i o n  d e l  f a c t o r ,  y l a s  m e z c l a s  se  i n c u b a r o n  a  50^0 
d u r a n t e  45 s e g u n d o s .  En o t r a s  o c a s i o n e s ,  s e  s a c a r o n  de l a  m e z c l a  a  
l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s ,  a l i c u o t a s  de 15 /J- que se  p r o c e s a r o n  en l a  f o r ­
ma i n d i c a d a  en e l  a o a r t a d o  a n t e r i o r .
111. 1 , 3 . F i j a c i o n  e n z i m a t i c a  de Phe-tRNA^^^
P a r a  c o n s e g u i r  que l a  f i j a c i o n  de [^^c] Phe-tRNA^^® o c u r r i e -  
r a  p r e f e r e n t e m e n t e  en e l  s i t i o  a c e p t o r  d e l  r i b o s o m a ,  se  ocupo e l  s i t i o  
d o n a d o r  con  tRNA^^® d e s a c i l a d o .  E s t o  se  c o n s i g u i o  p r e i n c u b a n d o  l a  
m e z c l a  de a c t i v a c i o n  de r i b o s o m a s ,  d u r a n t e  3 min a  3090 ,  a  10 mM de 
MgACg en  p r e s e n c i a  de 60 yug/ml de tRNA^^®. La a c t i v a c i o n  de r i b o s o m a s  
p r o s i g u i o  d u r a n t e  30 min a  3090 s u b i e n d o  l a  c o n c e n t r a c i o n  de MgACg a 
20 mM. P o s t e r i o r m e n t e  se  l l e v o  a  cabo  l a  f i j a c i o n  d e l  [^^o] Phe-tRNA^^® 
en fo rm a  s i m i l a r  a  l a  d e s c r i t a  p a r a  e l  Phe-tRNA no p u r i f i c a d o ,  en e l  
a o a r t a d o  a n t e r i o r .
I I I . 1 . 4 .  F i j a c i o n  e n z i m a t i c a  de Tyr-tRNA'^^^
En d e t e r m i n a d a s  c o n d i c i o n e s ,  e l  Tyr-tRNA*^^^ se  f i j a  a l  s i ­
t i o  a c e p t o r  de r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con  p o l i ( U ) .  La f i j a c i o n  d e l  ami-
— 61—
n o à c i d o ,  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o ,  r e q u i e r e  l a  p r e s e n c i a  de un a n t i b i ô -  
t i c o  a m i n o g l i c o s i d i c o ,  l a  h i d r o l i s i s  de GTP y e l  f a c t o r  de p o l i m e r i z a -  
c i o n  T.
Las  m e z c l a s  de i n c u b a c i o n ,  2 0 -3 0 0  c o n t e n i a n :  NH^Cl 35 mî- 
KOI 35 mM, MgACg 10 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  20 mM, DTT 2 mM, 7 , 3 - 1 1 , 5  
u n i d a d e s  o p t i c a s  de r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con  p o l i ( U )  con  e l  s i t i o  P 
l i b r e  o c o m p l e j a d o  con  AcPhe-tRNA^^® ( a p a r t a d o  I I I . 1 . 5 . 2 ) ,  1 0 -4 0  /«g de 
EP-T, [^h] T yr- tRN A^^^  0 , 3 - 0 , 4 ' ^ ,  GTP 0 , 1  mM y e l  a n t i b i o t i c o  am ino ­
g l i c o s i d i c o  en l a  c o n c e n t r a c i o n  i n d i c a d a .  Las m e z c l a s  se  i n c u b a r o n  10 
min a 3090 y l a  r e a c c i o n  se  d e t u v o  p o r  d i l u c i o n  con 1-2 ml de s o l u c i ô n  
tampon de i g u a l  c o m p o s i c i o n  i o n i c a  que l a  m e z c l a .
I I I . 1 . 5 .  F i j a c i o n  no e n z i m a t i c a  de AcPhe-tRNA^^^
E l  AcPhe-tRNA^^® (u n  a n â l o g o  d e l  p e p t i d i l - t R N A )  pued e  f i j a r -  
s e  a l  s i t i o  a c e p t o r  (A) o d o n a d o r  (P)  d e l  r i b o s o m a ,  s i e n d o  l a  p r e i n c u -  
b a c i o n  de l o s  r i b o s o m a s  con  tRNA d e s a c i l a d o  y l a  c o n c e n t r a c i o n  de Mg"^ 
en l a  m e z c l a  de r e a c c i o n , l o s  f a c t o r e s  d é t e r m i n a n t e s  de l a  f i j a c i o n  a 
uno u o t r o  s i t i o  r i b o s o m i c o  ( W a ta n a b e ,  1 9 7 2 ) .
I I I . 1 . 5 . 1 .  F i j a c i o n  de AcPhe-tRNA^^^ a l  s i t i o  A
P r e v i a m e n t e  a  l a  f i j a c i o n ,  l o s  r i b o s o m a s  se  i n c u b a r o n  en 
m e z c l a s  que c o n t e n i a n :  NH^Cl 70 mM, KCl 80 mM, T r i s - H C l  ( pH 7 , 8 )  20 mM, 
MgAc2 10 mM, DTT 5 mM, p o l i ( U )  0 , 1  mg/ml,  52 -6 6  u n i d a d e s  o p t i c a s  de
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r i b o s o m a s  p o r  ml y tRNA^^® 50yU g/m l.  D e sp u é s  de 3 min a  309C, se  a h a -  
d i o  a  e s t a  m e z c l a  un  vo lum en  i g u a l  de  u n a  s o l u c i o n  de A c [ ^ ^ c ] P h e -  
- tR N A ^ ^ ^ , (0 ;4 8 y ^ M  c o n c e n t r a c i o n  f i n a l ) ,  c o n t e n i e n d o  e l  s u f i c i e n t e  MgAC2 
p a r a  que l a  c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  s u b i e r a  a  20 mM. La m e z c l a  se  i n c u b o  
30 min a  3090 y l a  r e a c c i o n  se  d e t u v o  p o r  e n f r i a m i e n t o  a  0 9 0 .  La c a n -  
t i d a d  de Ac f P h e - t R N A ^ ^ ®  f i j a d o ,  s e  d e t e r m i n e  p o r  f i l t r a c i o n  a  t r a -  
v é s  de membranas de n i t r o c e l u l o s a  ( a p a r t a d o  I I I . 1 . 1 ) .  A p ro x im ad a m e n te ,  
un  30-40% de l o s  r i b o s o m a s  f i j a r o n  AcPhe-tRNA a l  s i t i o  r i b o s o m i c o  A, 
como s e  comprobo p o r  l a  e s c a s a  r e a c c i o n  con  p u r o m i c i n a .
I I I . 1 . 5 . 2 .  F i j a c i o n  de  AcPhe-tRHA^*^^ a l  s i t i o  P
La r e a c c i o n  se  l l e v o  a  cabo  de f o rm a  s i m i l a r  a  l a  a n t e r i o r -  
m en te  d e s c r i t a ,  e x c e p t e  que l o s  r i b o s o m a s  s e  p r e i n c u b a r o n  con  p o l i ( U )  
en  a u s e n c i a  de tRNA d e s a c i l a d o  y l a  f i j a c i o n  de Ac [^^o] Phe-tRNA^^® se  
h i z o  a  u n a  c o n c e n t r a c i o n  de  MgACg de 8 mM. En e s t a s  c o n d i c i o n e s ,  s e  
c o n s i g u i o  que e l  20-25% de l o s  r i b o s o m a s  f i j a r a n  Ac Phe-tRNA^^® 
en  e l  s i t i o  P,  s i e n d o  n u l a  l a  f i j a c i o n  en  e l  s i t i o  a c e p t o r .
I I I . 1 . 6 .  P u r i f i c a c i o n  d e l  c o m p l e j o  r ib o s o m a * p o l i (U ) « A c P h e - tR N A
La s e p a r a c i o n  d e l  c o m p l e j o  r i b o so m a *  p o l i ( U )  • Ac Phe-tRNA 
de o t r o s  c o m p o n e n te s  de b a j o  p e s o  m o l e c u l a r  (tRNA d e s a c i l a d o ,
A c Phe- t RNA l i b r e ,  e t c . ) ,  se  r e a l i z e  p o r  f i l t r a c i o n  a  t r a v é s  de 
u n a  co lum na  de S e p h a r o s a  6B.
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Una v e z  f i j a d o  e l  A c P h e - t R N A  a l  s i t i o  A o P d e l  r i ­
bosoma,  l a s  m e z c l a s  de r e a c c i o n  ( 1 3 0 - 2 4 0  yJL ) se  p a s a r o n  p o r  u n a  c o ­
lumna de S e p h a r o s a  6B ( 1 4 x 0 ,6 5  cm) p r e v i a m e n t e  e q u i l i b r a d a  con u n a  
s o l u c i o n  de i g u a l  c o m p o s i c i o n  i d n i c a  que l a  de l a  m e z c l a .  La e l u c i o n  
se  l l e v o  a  c ab o  con  l a  misma s o l u c i o n  t a m p o n , r e c o g i e n d o s e  f r a c c i o n e s  
de 0 , 1 7 5  ml.  Los c o m p l e j o s  r i b o s o m i c o s  se  l o c a l i z a r o n  m id i e n d o  l a  r a -  
d i a c t i v i d a d  de p e q u e h a s  a l i c u o t a s  de c a d a  f r a c c i o n .  Las f r a c c i o n e s  
que t e n i a n  l a  maxima r a d i a c t i v i d a d  se  r e u n i e r o n  ( 0 , 3 5 - 0 , 4 5  ml)  y se  
d e t e r m i n e  l a  c o n c e n t r a c i o n  de r i b o s o m a s  p o r  a b s o r c i o n  o p t i c a  a  260 nm, 
o s c i l a n d o  e s t a  e n t r e  6 y 11 u n i d a d e s  o p t i c a s  p o r  m l.
I I I . 2 .  T r a n s l o c a c i o n
I I I . 2 . 1 .  T e c n i c a  a n a l i t i c a
La t r a n s l o c a c i o n  d e l  Ac [^^c] Phe-tRNA o p e p t i d i l - t R N A  d e l  
s i t i o  r i b o s o m i c o  A a l  P, s e  d e t e r m i n e  p o r  e l  i n c r e m e n t o  en l a  r e a c c i o n  
d e l  mismo con  p u r o m i c i n a  o [ ^ h ]  p u r o m i c i n a ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  a l  a g r e -  
g a r  a l  s i s t e m a  EP-G y GTP. E l  a n t i b i o t i c o  p u r o m i c i n a  e s  un  a n â l o g o  
d e l  a m i n o a c i l - a d e n o s i l  3* t e r m i n a l ,  p r e s e n t e  en  t o d o s  l o s  a m i n o a c i l -  
- tRNAs,  que a c t u a  como s u s t r a t o  a c e p t o r  en  l a  f o r m a c i o n  d e l  e n l a c e  
p e p t i d i c o  con e l  s u s t r a t o  d o n a d o r  f i j a d o  en  e l  s i t i o  P.
E l  Ac^^^cJ P h e - p u r o m i c i n a  fo rm a d o ,  s e  a n a l i z o  p o r  e x t r a c c i o n  
con  a c e t a t e  de e t i l o  s i g u i e n d o  e l  m etodo  d e s c r i t o  p o r  L e d e r  y B u r t s z -  
t y n  ( 1 9 6 6 ) .  En e l  c a s o  de p e p t i d i l - [ ^ h]  p u r o m i c i n a ,  e l  p r o d u c t o  s i n t e -  
t i z a d o  s e  p r e c i p i t o  con  TCA y se  s e p a r o  p o r  f i l t r a c i o n  a  t r a v é s  de
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f i l t r o s  de f i b r a  de v i d r i o .
I I I . 2 . 2 .  T r a n s l o c a c i o n  e n z i m a t i c a  de AcPhe-tRNA
La t r a n s l o c a c i o n  de AcPhe-tRNA d e p e n d i e n t e  de EF-G y GTP,
se  e s t u d i o  en  m e z c l a s  de r e a c c i o n  ( 2 0 - 1 0 0  juJ.) que c o n t e n i a n ;  NK^Cl
20 mM, KCl 50 mM, MgACg 12 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  15 mM, DTT 1 mM, 9 , 5  
u n i d a d e s  o p t i c a s  p o r  ml de r i b o s o m a s  s o n t e n i e n d o  9,8 pm oles  de 
Ac Phe-tRNA p o r  u n i d a d  o p t i c a  de r i b o s o m a s  p r e v i a m e n t e  f i j a d o s  en 
e l  s i t i o  A ( a p a r t a d o  I I I . 1 . 5 . 1 ) ,  60 yug/ml de EF-G, GTP 0 , 2  mM y  p u r o ­
m i c i n a  0 , 5  mI4. En a l g u n a s  o c a s i o n e s ,  e l  GTP se  p r e i n c u b o  a 309C d u ­
r a n t e  10 min en un  s i s t e m a  r é g é n é r a n t s  fo rm ad o  p o r  f o s f o e n o l  p i r u v a t o  
10 mM, p i r u v a t o - q u i n a s a  250 > g / m l ,  MgAc2 10 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )
10 mM y DTT 1 mM. La c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  de GTP en l a  m e z c l a  de t r a n s ­
l o c a c i o n  f u e ,  en  e s t o s  c a s e s ,  de 8 0 y j i .  La r e a c c i o n  de t r a n s l o c a c i o n  
se  l l e v o  a  c ab o  a  309C d u r a n t e  l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s  y se  p a r o  p o r  
a d i c i o n ,  a  l a  m e z c l a  t o t a l  o a l i c u o t a s  de l a  m is m a ,de 250 jjX de C0^Na2 
(pH 10) 0 , 1  M.
E l  Ac l^^c]  P h e - p u r o m i c i n a  s i n t e t i z a d o ,  s e  e x t r a j o  con  0 , 5  ml 
de a c e t a t o  de e t i l o .  Se a g i t o  f u e r t e m e n t e  d u r a n t e  1 m in ,  s e p a r a n d o  l a s  
f a s e s  a c u o s a  y o r g a n i c a  p o r  c e n t r i f u g a c i d n  d u r a n t e  3 m in .  P a r a  d e t e r -  
m in a r  l a  r a d i a c t i v i d a d ,  a  0 , 4  ml de l a  f a s e  o r g a n i c a ,  s e  a h a d i o  2 ml 
de l i q u i d e  de c e n t e l l e o :  t o l u e n e  y m e t o x i e t a n o l  con  B u t i l - P B D .  C o n t r ô ­
l e s  s i n  EF-G, d e t e r m i n a r o n  l a  c a n t i d a d  de Ac [^^c] Phe-tRNA f i j a d o  en e l  
s i t i o  P a l  c o m ien zo  de l a  r e a c c i o n .  E s t o s  v a l o r e s  se  r e s t a r o n  de l o s  
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s .
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I I I . 2 . 3 .  T r a n s l o c a c i o n  d e l  p e n t i d i l - t R N A  en p o l i s o m a s
La t r a n s l o c a c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  a l  s i t i o  r i b o s o m i c o  P, 
d e p e n d i e n t e  de EF-G y GTP, se  e s t u d i o  en m e z c l a s  de i n c u b a c i o n  ( 2 0 -  
- 1 0 0  que c o n t e n i a n :  NH^Cl 112 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  50 mM, MgACg
1 2 , 5  mM, DTT 2 mM, 10 u n i d a d e s  o p t i c a s  de p o l i s o m a s  e n d o g e n o s  de E.
c o l i  p o r  ml,  60 /ug /m l  de EF-G, GTP 0 , 2  mM y [ ^ h]  p u r o m i c i n a  10 yuM (Ac-
t i v i d a d  e s p e c i f i c a  727 c p m /p m o l ) .  La i n c u b a c i o n  a  34^C se  i n i c i o  con  
con  l a  a d i c i o n  de p o l i s o m a s .  A l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s , s e  d e t e r m i n e  
p o r  p r e c i p i t a c i o n  e l  p e p t i d i l  p u r o m i c i n a  fo rm a d o ,  en  l a  m e z c l a  t o ­
t a l  0 en  a l i c u o t a s  de 15 jul* P a r a  e l l e ,  s e  a n a d i e r o n  100 ^  de BSA y 
1 ml de TCA 10%. D espu és  de 10 min en f r i o ,  e l  p r e c i p i t a d o  se  r e c o g i ô  
p o r  f i l t r a c i o n  en f i l t r e s  de f i b r a  de v i d r i o  (Whatman GF/F o G F /B ) .
Los f i l t r e s  se  l a v a r o n  c u a t r o  v e c e s  con  2 , 5  ml de TCA 5% y 3 v e c e s  con  
5 ml de e t a n o l  y , u n a  v e z  s e c o s ,  s e  d é t e r m i n é  su  r a d i a c t i v i d a d .
Se l l e v a r o n , e n  p a r a l e l o ,  c o n t r ô l e s  s i n  EF-G n i  GTP ( p a r a
d e t e r m i n a r  e l  p e p t i d i l - t R N A  s i t u a d o  en e l  s i t i o  P a l  cô m ienzo  de l a
i n c u b a c i o n ) ,  a s !  como c o n t r ô l e s  s i n  p o l i s o m a s  que e s t i m a r o n  l a  r e t e n -  
c i o n  i n e s p e c i f i c a  de p H ^ p u r o m i c i n a  en l o s  f i l t r e s .
I I I . 3 .  S i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a
Kemos e s t u d i a d o  l a  s i n t e s i s  i n  v i t r o  de c a d e n a s  p o l i p e p t i -  
d i c a s  u t i l i z a n d o  dos  t i p o s  de RNA m e n s a j e r o :  e l  a c i d e  p o l i u r i d i l i c o ,  
un  h o m o p o l im ero  s i n t é t i c o  que d i r i g e  l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  
en  r i b o s o m a s  y e l  m e n s a j e r o  n a t u r a l  de p o l i s o m a s  e n d o g e n o s  de E. c o l i .
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I I I . 3 . 1 .  S i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a
La s i n t e s i s  e n z i m a t i c a  de p o l i f e n i l a l a n i n a  r e q u i e r e  l a  
p r e s e n c i a  de r i b o s o m a s ,  p o l i ( U ) ,  f a c t o r e s  de p o l i m e r i z a c i o n  p u r o s  o 
e x t r a c t o  SlOO, f e n i l a l a n i n a ,  tRNA y n u c l e o t i d e s  de g u a n o s i n a  t r i f o s -  
f a t o ,  en  un  a m b i e n t e  i o n i c o  a d e c u a d o .
A) Cuando se  u t i l i z e  SlOO como f u e n t e  de f a c t o r e s  y a m in o a c i l - tR N A  
s i n t e t a s a s ,  l a  s i n t e s i s  s e  l l e v o  a  cabo  en m e z c l a s  de i n c u b a c i o n  ( 20-  
- 2 4 0  juX) que c o n t e n i a n :  NH^Cl 60 mM, MgACg 1 2 , 7  mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  
50 mM, DTT 2 mM, 9 , 8  u n i d a d e s  o p t i c a s  p o r  ml de r i b o s o m a s  p r e i n c u b a -  
d os  co n  p o l i ( U ) ,  0 , 5  mg/ml de m e z c l a  de tRNAs de S .  c o l i , f o s f o e n o l -  
- p i r u v a t o  10 mM, p i r u v a t o - k i n a s a  60 ^ / m l ,  ATP 2 mM, GTP 0 , 2 5  mM, un  
5% en  v o lu m en  de e x t r a c t o  SlOO y [^h] Phe 20 ^ 1, con  u n a  a c t i v i d a d  e s ­
p e c i f i c a  c o m p r e n d id a  e n t r e  1 6 0 - 3 8 0  cpm /pm ol .  D esp u é s  de i n c u b a r  a  
309C d u r a n t e  l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s ,  se  d e t u v o  l a  r e a c c i o n  a n a d i e n d o  
5 0  ju u g  de BSA (como a g e n t e  f l o c u l a n t e )  y 1. ml de  TCA 10% f r i o .  A c o n -  
t i n u a c i o n ,  s e  h i d r o l i z o  e l  a m in o a c i l - tR N A  y e l  p e p t i d i l - t R N A  en e l  
p r e c i p i t a d o , c a l e n t a n d o  a  9090 d u r a n t e  15 min y se  f i l t r é  a  t r a v é s  de 
membranas de f i b r a  de v i d r i o  GF/A, l a v a n d o  l o s  f i l t r o s  t r è s  v e c e s  con
2 , 5  ml de  TCA 5%.
Dado que l a s  m o l é c u l a s  de f e n i l a l a n i n a  p a s a n  a  t r a v é s  de 
e s t o s  f i l t r o s ,  t o d a  l a  r a d i a c t i v i d a d  r e t e n i d a  en l o s  misraos, c o r r e s -  
p o n d i a  a  l a s  c a d e n a s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  s i n t e t i z a d a s . Los v a l o r e s  
o b t e n i d o s  en c o n t r ô l e s  s i n  p o l i ( U )  o a  t i e m p o  0 min de i n c u b a c i é n ,  se  
r e s t a r o n  de l o s  r e s u l t a d o s .
B) P a r a  e s t u d i a r  l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  con  f a c t o r e s  de 
p o l i m e r i z a c i é n  p u r i f i c a d o s  se  p a r t i é  de r i b o s o m a s  con  Ac Phe-tRNA
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f i j a d o  en  e l  s i t i o  A ( a p a r t a d o  I I I . 1 . 5 . 1 )  como i n i c i a d o r .
Las  m e z c l a s  de r e a c c i o n  (20  yul) c o n t e n i a n :  NK^Cl 25 mM,
KCl 45 mM, MgACg 13 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  20 mM, 9 , 7  u n i d a d e s  o p t i c a s  
p o r  ml de r i b o s o m a s  c o n t e n i e n d o  1 0 , 8  p m o les  de Ac f ^ c ]  Phe-tRNA p o r  
u n i d a d  o p t i c a  de r i b o s o m a s ,  GTP 80 yuM, PEP 1 mM, PK 25 yüg/m l , EP-T 
90 yug/ml, EF-G 120 yug/ml y [^h] Phe-tRNA 0 , 3 6  yuM (1320  c p m /p m o l ) .  D es­
p u é s  de i n c u b a r  4 min a  3090 se  d e t u v o  l a  r e a c c i o n ,  d e t e r m i n a n d o s e  e l  
/
m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  p r e c i p i t a b l e  en  TCA c a l i e n t e ,  t a l  como se  h a  d e s ­
c r i t o  a n t e r i o r m e n t e .
I I I . 3 . 2 .  S i n t e s i s  no e n z i m a t i c a  de p o l i f e n i l a l a n i n a
En d e t e r m i n a d a s  c o n d i c i o n e s ,  l a  s i n t e s i s  no e n z i m a t i c a  de 
p o l i f e n i l a l a n i n a  puede  t e n e r  l u g a r  en  r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con p o l i ( U )  
( P e s t k a ,  196 8 ;  G a v r i l o v a  y S p i r i n ,  1 9 7 1 ) .  E s t a  s i n t e s i s ,  en a u s e n c i a  
de f a c t o r e s  de p o l i m e r i z a c i o n ,  s e  e s t i m u l a  con e l  r e a c t i v o  de l o s  g r u -  
p os  s u l f h i d r i l o  p a r a - c l o r o m e r c u r i b e n z o a t o  (PCMB) ( G a v r i l o v a  y S p i r i n ,  
1 9 7 1 ) .
La r e a c c i o n  se  l l e v o  a  cabo  en  m e z c l a s  de 40 yul de l a  s i -  
g u i e n t e  c o m p o s i c i o n :  KCl 106 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  10 mM, MgAc2 15 mM, 
r i b o s o m a s  no a c t i v a d o s  p r e v i a m e n t e  6 , 4  u n i d a d e s  o p t i c a s  p o r  ml,  p o l i ( U )  
100 yuig/ml, p n ]  Phe-tRNA 0 ,5 2  yuM con  u n a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  de 1660 
cpm/pmol  y  PCMB 0 , 1  mM. Las  m e z c l a s  se  i n c u b a r o n  a  25-C d u r a n t e  2 h o -  
r a s .  D e sp u é s  de p a r a r  l a  r e a c c i o n  con  BSA y TCA 10% f r i o ,  s e  d e t e r m i  
no l a  c a n t i d a d  de p o l i f e n i l a l a n i n a  s i n t e t i z a d a ,  de l a  fo rm a  y a  d e s c r i ­
t a  ( a p a r t a d o  I I I . 3 . 1 ) .
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I I I . 3 . 3 .  S i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en p o l i s o m a s  e n d o g e n o s
Hemos e s t u d i a d o  l a  i n c o r p o r a t i o n  de a m i n o a c i d o s  en  l a s  c a ­
d e n a s  n a c i e n t e s  de p o l i s o m a s  de E.  c o l i  d i r i g i d a  p o r  s u  p r o p i o  RNA 
m e n s a j e r o .  U t i l i z a m o s  ^ ^ C - v a l i n a  como a m i n o a c i d o  m a r c a d o r  y e x t r a c ­
t o  SlOO como f u e n t e  de f a c t o r e s  y a m i n o a c i l - t R N A  s i s t e t a s a s .
Las  m e z c l a s  de i n c u b a c i o n  ( 2 0 - 2 2 0  j j l )  c o n t e n i a n ;  NH^Cl 
115 mM, MgACg 13 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  56 mM, DTT 2 mM, 1 0 , 4  u n i d a d e s  
o p t i c a s  de p o l i s o m a s  p o r  ml,  m e z c l a  de tRNAs 0 , 2  mg/ml,  ^ ^ C - v a l i n a  
30yuM (51 c p m /p m o l) ,  l o s  r e s t a n t e s  19 a m i n o a c i d o s  no m a rc a d o s  i s o t o p i -  
c a m e n te  6 0 yUM c a d a  u n o ,  f o s f o e n o l  p i r u v a t o  1 2 , 5  mM, p i r u v a t o - k i n a s a  
75yUg/m l,  ATP 2,5 mM, GTP 0 , 3  mM y 5% en  v o lu m en  de f r a c c i o n  SlOO. La 
i n c o r p o r a c i o n  comenzo con  l a  a d i c i o n  de p o l i s o m a s .  D e sp u é s  de i n c u b a r  
a  349C d u r a n t e  l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s ,  s e  d e t u v o  l a  r e a c c i o n  en  l a  mez­
c l a  t o t a l  o en a l i c u o t a s  de 15 jjX  de l a  misma,  d e t e r m i n a n d o s e  l a  r a ­
d i a c t i v i d a d  p r e c i p i t a b l e  en  TCA c a l i e n t e  ( v e r  a p a r t a d o  I I I . 3 . 1 ) .  La 
r a d i a c t i v i d a d  r e t e n i d a  en  l o s  f i l t r o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  c o n t r ô l e s  
s i n  p o l i s o m a s ,  s e  r e s t é  de  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s .
P a r a  e s t i m a r  e l  numéro de a m i n o a c i d o s  t o t a l e s  i n c o r p o r a d o s  
en  l a s  c a d e n a s ,  s e  a su m ié  que e l  p r o d u c t o  s i n t e t i z a d o  t i e n e  e l  mismo 
c o n t e n i d o  en v a l i n a  que l a  p r o t e i n a  t o t a l  de £ .  c o l i , e s  d e c i r ,  5, 5% 
( R o b e r t s  y  c o l s . ,  1 9 5 5 ) .
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I I I . 4 .  D e t e r m i n a c i o n  de l a  p o s i c i o n  de c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s  n a ­
c i e n t e s
En un  s i s t e m a  c o m p l è t e  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s ,  l a  a d i c i o n  
de d e t e r m i n a d o s  a n t i b i o t i c o s  p u e d e  d a r  l u g a r  a l  b l o q u é e  de l a s  c a d e n a s  
p o l i p e p t i d i c a s  n a c i e n t e s ,  b i e n  en e l  s i t i o  A o en  e l  P d e l  r i b o s o m a .  
P a r a  d e t e r m i n a r  l a  p o s i c i o n  de  e s t a s  c a d e n a s  en  r i b o s o m a s  y p o l i s o m a s  
b l o q u e a d o s  d u r a n t e  l a  s i n t e s i s  u t i l i z a m o s  e l  a n t i b i o t i c o  p u r o m i c i n a ,  
que r e a c c i o n a  e x c l u s i v a m e n t e  con  l a s  c a d e n a s  s i t u a d a s  en  e l  s i t i o  P.
E l  p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  f o r m a d o ,  s e  a n a l i z o  p o r  p r e c i p i t a c i o n  con  TCA 
o m - c r e s o l .
I I I . 4 . 1 .  B lo q u eo  de  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en p o l i s o m a s  e n d o g e n o s
La s i n t e s i s  de  p r o t e i n a s  en  p o l i s o m a s  se  l l e v o  a  cab o  t a l
como se  d e s c r i b e  en e l  a p a r t a d o  I I I . 3 . 3 ,  e x c e p t o  que n in g u n o  de l o s
20 a m i n o a c i d o s  u t i l i z a d o s  e s t a b a  i s o t o p i c a m e n t e  m a r c a d o .  Las m e z c l a s  
de  r e a c c i o n  ( 2 0 - 1 6 0  juX)  se  i n c u b a r o n  a  34-C d u r a n t e  3 -6  min y l a  s i n ­
t e s i s  s e  b l o q u e o  p o r  l a  a d i c i o n  d e l  a n t i b i o t i c o  que se  e s p e c i f i q u e  en 
R e s u l t a d o s .  D e sp u é s  de  1 min ( t i e m p o  s u f i c i e n t e  p a r a  l a  f i j a c i o n  d e l  
a n t i b i o t i c o  a l  r i b o s o m a ) ,  s e  a f i a d i e r o n  2 - 1 6 y H  de p u r o m i c i n a  
1 0 0 c o n t i n u a n d o  l a  i n c u b a c i o n  d u r a n t e  2 min o e l  t i e m p o  que se  i n ­
d i q u e ,  P a r a  d e t e n e r  l a  r e a c c i o n  y a n a l i z a r  e l  p e p t i d i l - [ ^ H ] p u r o m i c i n a
s i n t e t i z a d o ,  s e  p r o c e d i o  de l a  fo rm a  d e s c r i t a  en e l  a p a r t a d o  I I I , 2 . 4 .  
Los v a l o r e s  o b t e n i d o s  e n  c o n t r ô l e s  s i n  p o l i s o m a s  s e  r e s t a r o n  de t o d o s  
l o s  r e s u l t a d o s .
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I I I . 4 . 2 .  B lo qu eo  de l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  en  r i b o s o m a s
La s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  en r i b o s o m a s  d i r i g i d o s  p o r  
p o l i ( U ) ,  con  e x t r a c t o  SlOO como f u e n t e  de  f a c t o r e s ,  se  r e a l i z e  en 
m e z c l a s  de  i n c u b a c i o n  (560 y u l )  de i g u a l  c o m p o s i c i o n  a  l a  d e s c r i t a  en 
e l  a p a r t a d o  I I I . 3 . l a .  A l o s  4 - 5  min de i n c u b a c i o n  se  a n a d i e r o n  a  a l i -  
c u o t a s  de  150yJL de l a  m e z c l a ,  l o s  a n t i b i o t i c o s  que se  e s p e c i f i q u e n  
( 1 - 4  y u l ) , c o n t i n u a n d o  l a  i n c u b a c i o n  a  3090 d u r a n t e  2 m in .  P a s a d o  e s t e  
t i e m p o ,  s e  a h a d i o  a  c a d a  a l i c u o t a  p u r o m i c i n a  a  u n a  c o n c e n t r a c i o n  f i ­
n a l  de 30 yuiM. A l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s  se  d e t u v o  l a  r e a c c i o n  de l a  pu ­
r o m i c i n a  en  a l i c u o t a s  de 20 yJL, m e d i a n t e  l a  a d i c i o n  de 2 ml de m - c r e -  
s o l .  Se f i l t r o  p o r  s u c c i o n  a t r a v é s  de f i l t r o s  de f i b r a  de v i d r i o  GP/F 
l a v a n d o  d o s  v e c e s  con  2 ml de m - c r e s o l  y t r è s  v e c e s  con  5 ml de  e t a ­
n o l .  Una v e z  s e c o s ,  l o s  f i l t r o s  se  c o n t a r o n  con  t o l u e n o - b u t i l  PBD.
E l  Phe-tRNA y p o l i f e n i l a l a n i l - t R N A  ( l i b r e s  o u n i d o s  a 
r i b o s o m a s )  so n  i n s o l u b l e s  en  c r e s o l  y se  r e t i e n e n  en l o s  f i l t r o s ,  
m i e n t r a s  que c a d e n a s  l i b r e s  de  p o l i f e n i l a l a n i n a  y p o l i f e n i l a l a n i l - p u -  
r o m i c i n a  so n  s o l u b l e s  y p a s a n  a  t r a v é s  de  l o s  mismos (Maden y Monro, 
1 9 6 7 ) .
P a r a  c o n t r o l a r  l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  a l o  l a r g o  
de t o d o  e l  p r o c e s o ,  s e  s a c a r o n  a  l o s  t i e m p o s  que se  i n d i q u e n  a l i c u o -  
t a s  de  20 jud. de  l a  m e z c l a  de  r e a c c i o n  i n c u b a d a  en  a u s e n c i a  de a n t i b i o ­
t i c o s ,  a n a l i z â n d o s e  l a  r a d i a c t i v i d a d  p r e c i p i t a b l e  en  m - c r e s o l .
Cuando e l  b l o q u e o  de l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  se  
l l e v o  a  c ab o  en un  s i s t e m a  con  f a c t o r e s  de  p o l i m e r i z a c i o n  p u r i f i c a d o s  
( a p a r t a d o  I I I . 3 . 1 b ) ,  l a  d e t e r m i n a c i o n  de l a  p o s i c i o n  de l a s  c a d e n a s  
n a c i e n t e s  se  r e a l i z o  de fo rm a  s i m i l a r  a  l a  a n t e r i o r m e n t e  e x p u e s t a .  En
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e s t e  c a s o ,  e l  [ ^ H j p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  s i n t e t i z a d o ,  s e  a n a l i z o  en a l i -  
c u o t a s  de 15 / J -  p o r  e x t r a c c i o n ,  a  pH 5, con  a c e t a t o  de e t i l o  ( v e r  
a p a r t a d o  1 1 1 . 2 , 2 ) ,
I I I , 5. S i n t e s i s  de  A c P h e - ( a a )^  ^ - tRNA. A n a l i s i s  de l o s  p r o d u c t o s
s i n t e t i z a d o s  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  de a l t o  v o l t a j e
La l o n g i t u d  y n a t u r a l e z a  de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  s i n t e ­
t i z a d a s  en  un  s i s t e m a  de s i n t e s i s  d i r i g i d o  p o r  p o l i ( U ) ,  con  a m i n o a c i ­
d o s  c o r r e c t s ,  ( f e n i l a l a n i n a )  e i n c o r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o s  ( t i r o s i n a ) ,  
s e  e s t u d i o  u t i l i z a n d o  l a  t e c n i c a  de e l e c t r o f o r e s i s  de a l t o  v o l t a j e .  
D ic h a  t e c n i c a  p e r m i t e ,  en  c o n d i c i o n e s  a d e c u a d a s ,  l a  s e p a r a c i o n  de a m i­
n o a c i d o s ,  p e p t i d o s  y  o l i g o p e p t i d o s  de p e q u eh o  taraaho con un  b u en  g r a -  
do de r e s o l u c i o n .
Se p a r t i o  de r i b o s o m a s  co n  Ac [^^cj Phe-tRNA^^® f i j a d o  d i r e c ­
t s #  en t e  a l  s i t i o  P ( a p a r t a d o  I I I . 1 . 5 . 2 )  o b i e n  a l  s i t i o  A y p o s t e r i o r ­
m en te  t r a n s l o c a d o .  en  p r e s e n c i a  de  G y GTP, a i s l a n d o  e l  c o m p le jo  
p o l i ( U ) ‘ r i b o s o m a f AcPhe-tRNA p o r  f i l t r a c i o n  a  t r a v é s  de  co lu m na  de Se­
p h a r o s a  6B. La f i j a c i o n  de Tyr- tR N A ^^^  y [^h]  Phe-tRNA^^® se  l l e v o  
a  cabo  en  d o s  m e z c l a s  i g u a l  e s  ( 1 0 0 - 4 0 0  yjJ.) que  c o n t e n i a n ;  NH^Cl 37 mM, 
KCl 33 mM, MgACg 10 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  20 mM, DTT 2 mM, GTP 100 yuM, 
PEP 1 mM, PK 2 5 y u g /m l ,  7 , 3  u n i d a d e s  o p t i c a s  p o r  ml de r i b o s o m a s  que 
c o n t e n i a n  en  e l  s i t i o  P 5 , 3  p m o le s  de  AcPhe-tRNA p o r  u n i d a d  o p t i c a  de 
r i b o s o m a s ,  e s t r e p t o m i c i n a  o v i o m i c i n a  5 -1 0  yuM, EF-T 10 yUg/ml y 
[^ h]  Tyr-tRNA o [^ hJ Phe-tRNA 0 , 2 5  yuM. D e sp u é s  de  10 min a  3020 ,  s e  d e ­
t u v o  l a  r e a c c i o n  o b i e n  c o n t i n u é  d u r a n t e  5 min mas en  p r e s e n c i a  d e l
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f a c t o r  EF-G ( 8 0 - 3 0 0 yug/ml)  y cu and o  se  i n d i q u e ,  p u r o m i c i n a  500 yuM. La 
r e a c c i o n  s e  d e tu v o  d i l u y e n d o  l a  m e z c l a  o a l i c u o t a s  ( 1 0 0 - 1 6 0  yul)  de l a  
misma e n  1,5 ml de s o l u c i o n  tam pon  de i g u a l  c o m p o s i c i o n  i o n i c a  e i n -  
m e d i a t a m e n t e  s e  f i l t r o  p o r  s u c c i o n  a  t r a v é s  de d o s  membranas de n i t r o ­
c e l u l o s a ,  r e c o g i e n d o  l a  s o l u c i o n  de f i l t r a d o j l a  r a d i a c t i v i d a d  de l o s  
f i l t r o s ,  a s i  como l a  de u n a  p o r c i o n  de l a  s o l u c i o n  de f i l t r a d o ,  se  
d e t e r m i n e  p o r  e l  m étodo u s u a l  de c o n t a j e .
Dado que g r a n  p a r t e  d e l  A c P h e - (T y r )^ - tR N A  s i n t e t i z a d o  se  
d e s p r e n d e  d e l  r i b o s o m a  d u r a n t e  l a  i n c u b a c i o n ,  p r o c e s a m o s  p o r  s e p a r a d o  
e l  p e p t i d i l - t R N A  u n i d o  a  r i b o s o m a s ,  que a  s u  v e z  s o n  r e t e n i d o s  en  l a s  
m em branas ,  y  l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  p r é s e n t e s  en  l a  s o l u c i o n  de f i l ­
t r a d o .  Los p r o c e d i m i e n t o s  p r e v i o s  a  l a  e l e c t r o f o r e s i s  s e  d e t a l l a n  a  
c o n t i n u a t i o n .
Los f i l t r o s  M i l l i p o r e  s e  t r a t a r o n  d o s  v e c e s  con  1 ml de 
NH^OH 1 N p a r a  e x t r a e r  l o s  r i b o s o m a s  y p r o d u c t o s  f i j a d o s  a  l o s  m ismos.  
E l  e x t r a c t o  s e  e v a p o r o  a  s e q u e d a d  en  un  r o t a v a p o r .  E l  r e s i d u e  o b t e n i -  
do s e  d i s o l v i o  en  400 yul de  NaOH 0 , 5  N, i n c u b a n d o s e  a  3 1 - 0  d u r a n t e  1 
b o r a  p a r a  h i d r o l i z a r  e l  p e p t i d i l - t R N A  ( Ono y c o l s . ,  1 9 6 9 ) .  D e sp u é s  
de a c i d i f i c a r  e l  h i d r o l i z a d o  con  25 / jH de HCl 1 2 , 5  N, l o s  p é p t i d o s  se  
e x t r a j e r o n  c o n  1 ml de a c e t a t o  de e t i l o .  La f a s e  o r g a n i c a ,  a p r o x i m a ­
d a m e n te  800 yul ,  s e  e v a p o r o  a  s e q u e d a d  b a j o  c o r r i e n t e  de a i r e  y  e l  r e ­
s i d u e  s e  d i s o l v i o  en 25 yul de  f e n o l .
P o r  o t r a  p a r t e ,  e l  p e p t i d i l - t R N A  de l a  s o l u c i o n  de f i l t r a ­
do ( 1 1 5 0 y u l )  s e  h i d r o l i z o  i n c u b a n d o  1 h o r a  a  37^0 en  p r e s e n c i a  de 
125 yul de NaOH 5N. La s o l u c i o n  se  a c i d i f i c o  con  HCl y l o s  p é p t i d o s  se  
e x t r a j e r o n  d o s  v e c e s  con  1 ml de a c e t a t o  de e t i l o ,  s i g u i e n d o  e l  mismo 
p r o c e s o  que e n  e l  c a s o  a n t e r i o r .
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Las  m u e s t r a s  d i s u e l t a s  en f e n o l ,  s e  a p l i c a r o n  en  p e q u e h a s  
p o r c i o n e s  en  t i r a s  (3x65  cm) de p a p e l  Whatman n 2 l .  Las  t i r a s  p r e v i a ­
m ente  h u m e d e c id a s  con  u n a  s o l u c i o n  tam pon  de  NH^Ac (pH 6 , 9 )  0 , 1  M, se  
s o m e t i e r o n  a  e l e c t r o f o r e s i s  d u r a n t e  1 h o r a  a  50 v o l t i o s  p o r  cm. En 
e s t a s  c o n d i c i o n e s  l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  m ig r a n  h a c i a  e l  anodo  l a s  
s i g u i e n t e s  d i s t a n c i a s ;  a c e t i l - f e n i l a l a n i n a  25 cm, d i p e p t i d o s  ( a c e t i l -  
- d i f e n i l a l a n i n a  o a c e t i l - f e n i l a l a n i l - t i r o s i n a )  17 cm, t r i p e p t i d o s  ...
14 cm, c u a t r i p e p t i d o s  11 cm y p o l i p e p t i d o s  de mayor  tam aho  p e rm a n e c e n  
en  e l  o r i g e n  o muy c e r c a  de  e l .  L as  t i r a s ,  u n a  v e z  s e c a s ,  s e  c o r t a r o n  
t r a n s v e r s a l m e n t e  en  t r o z o s  de 1 cm de a n c h o  que se  c o n t a r o n  con 2 ml 
de  t o l u e n o - b u t i l  PBD, s e l e c i o n a n d o  e l  c a n a l  a d e c u a d o  p a r a  c a d a  i s o t o -  
po ( 14c y ) .
Cuando e l  p r o d u c t o  a  a n a l i z a r  p o r  l a  t e c n i c a  de e l e c t r o f o -  
r e s i s  f u e  p e p t i d i l - p u r o m i c i n a ,  l a  e l e c t r o f o r e s i s  s e  r e a l i z o  d u r a n t e  
2 h o r a s  a  61 v o l t i o s  p o r  cm en  u n a  s o l u c i o n  f o r m a d a  p o r  a c i d o  a c e t i c o  
5% ( v / v )  y p i r i d i n a  0,5% (pH 3 , 5 ) .  En e s t a s  c o n d i c i o n e s  e l  m ov ira ien to  
de l o s  p r o d u c t o s  h a c i a  e l  c a t o d o  f u e  e l  s i g u i e n t e :  a c e t i l - f e n i l a l a n i l -  
- p u r o m i c i n a  23 cm, d i p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  16 cm, t r i p e p t i d i l - p u r o m i c i -  
n a  11 cm y e l  r e s t e  de  l a s  c a d e n a s  p r o x i m a s  a l  o r i g e n .
I I I . 6 . E nsayo  de p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a
P a r a  d e t e r m i n a r  l a  a c t i v i d a d  de  l a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a  
hemos u t i l i z a d o  e l  a n t i b i o t i c o  p u r o m i c i n a ,  que f o rm a  e n l a c e  p e p t i d i ­
co con  e l  a m in o a c i l - tR N A  s i t u a d o  en  e l  s i t i o  P d e l  r i b o s o m a  ( N a t h a n s ,  
1 9 6 4 ) .
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La r e a c c i o n  se  l l e v o  a cabo  en m e z c l a s  de i n c u b a c i o n  9 0 -  
- 150yuil, de l a  misma c o m p o s i c i o n  que l a  d e s c r i t a  p a r a  t r a n s l o c a c i o n  
( a p a r t a d o  I I I . 2 , 2 )  p e r o  s i n  p u r o m i c i n a .  D e sp u é s  de i n c u b a r  5 min a  
502 0 ,  ( t i e m p o  s u f i c i e n t e  p a r a  que e l  AcPhe-tRNA f i j a d o , t r a n s l o c a r a  a l  
s i t i o P )  se  s a c a r o n  a l i c u o t a s  de l a  m e z c l a  1 5 - 4 0  yol y se  l e s  a h a d i o  
p u r o m i c i n a  a  u n a  c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  de 500 yÆ .  La i n c u b a c i o n  a  302C 
p r o s i g u i o  d u r a n t e  2 min o e l  t i e m p o  que s e  i n d i q u e .  La r e a c c i o n  se  
d e t u v o  con  250 ^  de  CGyNa^ 0 , 1  M y e l  Ac P h e - p u r o m i c i n a  s i n t e t i ­
zado  s e  e x t r a j o  con  a c e t a t o  de e t i l o ,  t à l  como se  e x p l i c a  en  e l  a p a r ­
t a d o  I I I . 2 . 2 ,
I I I . 7 .  H i d r o l i s i s  de GTP d e p e n d i e n t e  de EF-G y r i b o s o m a s
La a c t i v i d a d  G T P â s ic a  d e p e n d i e n t e  d e l  f a c t o r  de p o l i m e r i ­
z a c i o n  G y r i b o s o m a s ,  s e  a n a l i z o  en  m e z c l a s  de i n c u b a c i o n  de 2 0 yul  
que  c o n t e n i a n :  NH^Cl 70 mM, MgAc2 11 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  16 mM,
DTT 1 mM, r i b o s o m a s  a c t i v a d o s  9 , 5  u n i d a d e s  o p t i c a s  p o r  ml,  EF-G 60 yug/m 
y [Y" OTP 92 yuM ( 3 , 6  cpm/pm ol)  p r e v i a m e n t e  i n c u b a d o  con  f o s f o e n o l  
p i r u v a t o  y p i r u v a t o - k i n a s a  p a r a  e l i m i n a r  e l  GDP c o n t a m i n a n t e  de l a  
p r e p a r a t i o n .  Las m e z c l a s  de r e a c c i o n  se  i n c u b a r o n  7 min a  3020 y e l  
^^P^  l i b e r a d o  se  d e t e r m i n e  s i g u i e n d o  e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i t o  p o r  
B r o t  y c o l s .  ( 1 9 7 1 ) ,  con  a l g u n a s  m o d i f i c a c i o n e s .  P a r a  e l l o ,  se  a h a d i e -  
r o n  a  l a s  m e z c l a s  150 j j l  de â c i d o  p e r c l o r i c o  0 , 7  M que c o n t e n i a  
PO^HgK 2 , 5  mM y c a r b o n  a c t i v a d o  4% ( p / v ) .  Se c e n t r i f u g é  5 min a  5000xg 
p a r a  s e d i r a e n t a r  e l  c a r b é n  y e l  p r e c i p i t a d o  p r o t é i c o , y  d e l  s o b r e n a d a n -  
t e  s e  s a c a r o n  150 yul que s e  c o n t a r o n  con  2 ml de l i q u i d e  de c e n t e l l e o
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de B r a y .  E l  GTP y e l  GDP se  a d s o r b e n  en  e l  c a r b o n  a c t i v a d o ,  p e r o  no 
a s i  e l  P^ l i b r e .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se  c o r r i g i e r o n  p o r  e l  P^ l i b r e  
p r e s e n t e  en  l a  p r e p a r a t i o n  de [ ï -^^ P ^ G T P  ( a p r o x i m a d a m e n t e  e l  6%). Los 
c o n t r ô l e s  de l a  h i d r o l i s i s  de  GTP d e b i d a  s o l o  a  r i b o s o m a s  o a  EF-G, 
r e s u l t a r o n  d e s p r e c i a b l e s .
I I I . 8 .  F o r m a c io n  d e l  c o m p l e j o  G D P 'E F -G * r ib o s o m a * â c id o  f u s i d i c o
E l  f a c t o r  EF-G, en  p r e s e n c i a  de GDP y â c i d o  f u s i d i c o ,  f o r ­
ma c o m p l e j o s  e s t a b l e s  co n  r i b o s o m a s  ( B o d le y  y c o l s . ,  1 9 6 9 ) . . . E s t o s  
c o m p l e j o s  se  r e t i e n e n  en  f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a  y p u e d e n  s e r  f a c i l -  
m en te  c u a n t i f i c a d o s  u t i l i z a n d o  [^I^GDP.
Las  m e z c l a s  de  r e a c c i o n  (20  yjJ.) c o n t e n i a n ;  NH^Cl 17 mM, 
T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  10 mM, MgAtg 10 mM, DTT 1 mM, r i b o s o m a s  p r e v i a m e n t e  
a c t i v a d o s  1 0 , 2  u n i d a d e s  o p t i c a s  p o r  ml,  60 ^ug/ml de EF-G, GDP 5 yuM
(2460  cpm/pmol)  y  â c i d o  f u s i d i c o  2 , 5  mM. La i n c u b a c i o n  d u r a n t e  20 min 
a  302C, se  d e t u v o  p o r  l a  a d i c i o n  de 2 ml de u n a  s o l u t i o n  de i g u a l  com­
p o s i c i o n  i o n i c a  que l a  m e z c l a  y  que c o n t e n i a ,  ad em âs ,  â c i d o  f u s i d i c o  
0 , 5  mM. La a u s e n c i a  de  â c i d o  f u s i d i c o  de l a  s o l u c i o n  de l a v a d o  p r o d u ­
ce  l a  r o t u r a  d e l  c o m p l e j o  d u r a n t e  e l  p r o c e s o  de f i l t r a c i o n  ( B o d l e y  y 
c o l s . ,  1 9 7 0 a ) .Los f i l t r o s  s e  l a v a r o n  d o s  v e c e s  con  2 ml de l a  misma 
s o l u c i o n  y  s e  d e t e r m i n e  s u  r a d i a c t i v i d a d .  C o n t r ô l e s  s i n  EF-G se  1 1 e -  
v a r o n  en  p a r a l e l o  y su  v a l o r  se  r e s t é  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s .
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I I I . 9 .  I n t e r c a m b i o  de GDP en e l  c o m p l e j o  c u a t e r n a r i o
Los c o m p l e j o s  G D P*E F-G *r ibosom a*ac ido  f u s i d i c o  so n  c o n s e -  
c u e n c i a  de e s t a d o s  de e q u i l i b r i o ,  e x i s t i e n d o  u n a  r e v e r s i b i l i d a d  e n t r e  
e l  e s t a d o  l i b r e  y e l  e s t a d o  a s o c i a d o  de s u s  c o m p o n e n te s .  Se pued e  o b -  
t e n e r  u n a  m ed id a  a p r o x i m a d a  de e s t a  r e v e r s i b i l i d a d  m e d i a n t e  e x p e r i -  
m e n to s  en  l o s  que u n a  v e z  fo rm ado  e l  c o m p l e j o  c u a t e r n a r i o  con  GDP, 
se  b a c e  d i s m i n u i r  s u  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  h a s t a  que r e s u i t e  d e s p r e c i a -  
b l e , p o r  l a  a d i c i o n  de un  g r a n  e x c e s o  de GDP no m a rc a d o .
E l  e x p e r i m e n t o  s e  l l e v o  a  cabo  a h a d i e n d o  a  u n a  m e z c l a  de 
r e a c c i o n  de 100 yUl que c o n t e n i a  l o s  c o m p l e j o s  [^h] GDP «EF-G-ribosoma*; 
• a c i d o  f u s i d i c o ,  fo rm a d o s  t a l  como se  i n d i c a  en  e l  a p a r t a d o  I I I . 8 ,  l a  
c a n t i d a d  n e c e s a r i a  de s o l u c i o n  de GDP no m a rc a d o ,  p a r a  que l a  c o n c e n ­
t r a t i o n  f i n a l  de e s t e  c o m p u e s to  f u e r a  0 , 5  mM. Se i n c u b o  a  302C y a  
l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s ,  s e  d e t e r m i n e  en  a l i c u o t a s  de 15 yuL l a  c a n t i d a d  
de p l i j  GDP f i j a d o  a  l o s  r i b o s o m a s ,  p o r  l a  t e c n i c a  de f i l t r a c i o n  a  t r a ­
v é s  de f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a  ( v e r  a p a r t a d o  a n t e r i o r ) .
I I I . 1 0 .  D e s p r e n d i m i e n t o  d e l  AcPhe-tRNA f i j a d o  en  e l  s i t i o  r i b o s o ­
mico A
E l  AcPhe-tRNA f i j a d o  a l  s i t i o  a c e p t o r ( A )  d e l  r i b o s o m a  se  
d e s p r e n d e  d e l  mismo a l  i n c u b a r  e l  c o m p l e j o  r ibo som a-A cP he - tR N A  a  b a -  
j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de i o n  NH^ (W a ta n a b e ,  1 9 7 2 ) .
P a r a  e s t u d i a r  e s t e  d e s p r e n d i m i e n t o ,  s e  f i j o  A c[^^c ]P h e- tR N A  
a  r i b o s o m a s  en l a s  c o n d i c i o n e s  d e s c r i t a s  en  e l  a p a r t a d o  I I I . 1 . 5 . 1 ,
- 7 7 -
u t i l i z a n d o  u n a  c o n c e n t r a c i o n  de NH^Cl de  40 mM. P e q u e h a s  p o r c i o n e s  de 
e s t a  m e z c l a  (5 yul)  s e  d i l u y e r o n  co n  s i e t e  v o lu m e n e s  de u n a  s o l u c i o n  
tam pon  c a r e n t e  de i o n e s  NH^. Las  c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  o b t e n i d a s  
f u e r o n :  NH^Cl 5 mM, MgACg 13 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  13 mM, DTT 1 mM y 
5 , 7  u n i d a d e s  o p t i c a s  de r i b o s o m a s  p o r  ml c o n t e n i e n d o  8 pmol de AcPhe-  
-tRNA p o r  u n i d a d  o p t i c a  de r i b o s o m a s .  Las  m e z c l a s  se  i n c u b a r o n  a  3 7 -C 
d u r a n t e  10 min y se  a n a l i z a r o n  p o r  f i l t r a c i o n  en membrana de n i t r o c e ­
l u l o s a ,  u t i l i z a n d o  u n a  s o l u c i d n  tam pon  de l a  misma c o m p o s i c i p n  i d n i c a  
que l a  m e z c l a .
CAPITULO IV
R E S U L T A D O S  Y D I S C U S I O N
r v . l ,  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .  Modo 
de a c c i o n
I V . 2 .  E f e c t o  de l o s  a n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en  e l  c i c l o  de 
p o l i m e r i z a c i o n  de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  
I V . 3 .  I n c o r p o r a c i o n  en  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  d e l  T yr- tR N A ^^^ ,  f i j a d o  
a  r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con  p o l i ( U )
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IV.1. Efecto de la higromicina B en la sintesis de proteinas. Modo 
de accion.
I V . 1 . 1 .  I n t r o d u c c i o n
La h i g r o m i c i n a  B e s  un  a n t i b i o t i c o  a m i n o g l i c o s i d i c o  cuy a  
e s t r u c t u r a  q u i m i c a  se  ha  e l u c i d a d o  r e c i e n t e r a e n t e  (N euss  y c o l s . ,  1 9 7 0 ) .  
E s t e  a n t i b i o t i c o  p r é s e n t a  en  su  e s t r u c t u r a  u n a s  p r o p i e d a d e s  c l a r a m e n t e  
d i f e r e n t e s  de l a s  de o t r o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s .  C o n t i e n s  â c i d o  d e s t o m i -  
co ,  D - t a l o s a  y un a n i l l o  de N - m e t i l - 2  d e o x i e s t r e p t a m i n a  l l a m a d o  h i o s a -  
mina  ( v e r  F i g u r a  1 . 5 ) .
En e l  momento de co m e n za r  e l  p r e s e n t s  t r a b a j o ,  e l  modo de 
a c c i o n  de l a  h i g r o m i c i n a  B en l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  e r a  poco c o n o -  
c i d o .  Los e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p o r  o t r o s  a u t o r e s  d e m o s t r a b a n  que l a  
h i g r o m i c i n a  B, a l  i g u a l  que o t r o s  a n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  me- 
j o r  c a r a c t e r i z a d o s  ( e s t r e p t o m i c i n a ,  k a n a m i c i n a ,  n e o m i c i n a ,  e t c . . . . ) ,  
i n d u c i a  e r r o r e s  en  l a  l e c t u r a  d e l  RNA m e n s a j e r o , e n  un s i s t e m a  de s i n ­
t e s i s  i n  v i t r o  d i r i g i d o  p o r  h o m o p o l i n u c l e o t i d o s  s i n t é t i c o s  ( D a v i e s  y 
c o l s . ,  1965;  D a v ie s  y D a v i s ,  1 9 6 8 ) .  C o n s e c u e n te m e n te ,  se  a sum io  que l a  
h i g r o m i c i n a  B i n h i b i a  l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  i n t e r f i r i e n d o  con  l a  
e t a p a  de r e c o n o c i m i e n t o  d e l  a m i n o a c i l - t R N A .
D e c id im o s  i n v e s t i g a r ,  mâs p r o f u n d a m e n t e ,  e l  e f e c t o  de e s t e  
a n t i b i o t i c o  en o t r a s  r e a c c i o n e s  i m p l i c a d a s  en e l  p r o c e s o  de l a  s i n t e ­
s i s  p r o t é i c a  y c o n c r e t a m e n t e  en  a q u e l l a s  que dan  l u g a r  a  l a  p o l i m e r i ­
z a c i o n  de l a  c a d e n a  p e p t i d i c a .
- 7 9 -
I V . 1 . 2 .  S e n s i b i l i d a d  de l a  p o l i m e r i z a c i o n  de l a  c a d e n a  p o l i p e p t i d i ­
c a  a l a  h i g r o m i c i n a  B.
E l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en e l  a l a r g a m i e n t o  de l a s  c a ­
d e n a s  p e p t i d i c a s ,  s e  e s t u d i o  en d o s  t i p o s  de s i s t e m a s ,  en uno de l o s  
c u a l e s  l a  s i n t e s i s  e r a  d i r i g i d a  p o r  RNA m e n s a j e r o  n a t u r a l  y en e l  o t r o  
p o r  â c i d o  p o l i u r i d i l i c o  (u n  h o m o p o l i n u c l e o t i d o  s i n t é t i c o  que c o d i f i c a  
l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a ) .
I V . 1 . 2 . 1 .  S i s t e m a  de s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  d i r i g i d o  p o r  RNA m ensa ­
j e r o  n a t u r a l .
Los p o l i s o m a s  e n d o g e n o s  p u r i f i c a d o s  de E. c o l i  s u p l e m e n t a -  
d os  con  e x t r a c t o  3100 ,  a m i n o â c i d o s ,  tRNA, GTP y ATP, c o n s t i t u y e n  un 
s i s t e m a  muy a d e c u a d o  p a r a  e l  e s t u d i o  de l a  p o l i m e r i z a c i o n  de l a s  c a d e ­
n a s  p e p t i d i c a s , d i r i g i d a  p o r  RNA m e n s a j e r o  n a t u r a l .  Como e s t e  s i s t e m a  
c a r e c e  de s u b u n i d a d e s  r i b o s o m i c a s  y de f a c t o r e s  de i n i c i a c i o n ,  no t i e ­
ne l u g a r  en é l  l a  i n i c i a c i o n  de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  s i n o  s i m p l e -  
m ente  e l  a l a r g a m i e n t o  de l a s  c a d e n a s  n a c i e n t e s  ( T a i  y c o l s . ,  1 9 7 3 ) .
La s e n s i b i l i d a d  de e s t e  s i s t e m a  de s i n t e s i s  a  c a n t i d a d e s  
c r e c i e n t e s  de h i g r o m i c i n a  B se  m u e s t r a  en  l a  F i g u r a  4 . 1  ( O ) , en l a  que 
se  o b s e r v a  que u n a  c o n c e n t r a c i o n  de 2 -3  jjJA de h i g r o m i c i n a  B e s  s u f i ­
c i e n t e  p a r a  i n h i b i r  e l  50% de l a  s i n t e s i s ,  o b t e n i e n d o s e  e l  mâximo e f e c ­
t o  ( a p r o x im a d a m e n te  e l  90% de i n h i b i c i o n )  a u n a  c o n c e n t r a c i o n  de 20 yuM.
E l  100% de a c t i v i d a d  en  e s t a  g r â f i c a  c o r r e s p o n d i o  a u n a  i n ­
c o r p o r a c i o n  de 540 a m i n o â c i d o s  p o r  u n i d a d  o p t i c a  de r i b o s o m a s  ( e n  a u -
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Concentracion de antibiotico (yuN)
F i g u r a  4 . 1 . -  I n h i b i c i o n  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B de l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i ­
d i c a  en  p o l i s o m a s  e n d o g e n o s  de E. c o l i  ( 0 )  o en  l o s  com­
p l e j o s  Ac P h e - tR N A » r ib o s o m a * p o l i ( U )  ( a )  y de l a  r e a c ­
c i o n ,  d e p e n d i e n t e  de EF-G y GTP, d e l  p e p t i d i l - t R N A  con
p u r o m i c i n a  ( • )  o d e l  Ac (5^c] Phe-tRNA co n  p u r o m i c i n a  (■) 
Los e x p e r i m e n t o s  en  ambos s i s t e m a s  s e  l l e v a r o n  a  cabo  en 
m e z c l a s  de r e a c c i o n  de 20 jjX  como s e  d e s c r i b e  en  M etodos  
( a p a r t a d o s  I I I . 4,  I I I . 3 . l b ,  I I I . 2 . 3  y I I I . 2 . 2 , r e s p e c t i ­
v a m e n t e ) .  Los t i e m p o s  de i n c u b a c i o n  f u e r o n  15 min ( 0 ) ,  4 
min ( a ) ,  3 min ( • )  y 2 min ( ■ ) .  E l  100% de a c t i v i d a d  en  
l a  r e a c c i o n  con  p u r o m i c i n a ,  r e p r é s e n t a  4 pmol de  Ac 
P h e - p u r o m i c i n a  o b i e n  8 , 8  pmol de p e p t i d i l -  p u r o m i c i ­
n a ,  s i n t e t i z a d o  p o r  Ag^Q de r i b o s o m a s .
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s e n c i a  d e l  a n t i b i o t i c o ) ,  d e d u c i d a  a  p a r t i r  de l a  i n c o r p o r a c i o n  de
v a l i n a ,  p r e s e n t e  en  l a  m e z c l a  de r e a c c i o n ,  t a l  como se  i n d i c a  en 
e l  a p a r t a d o  I I I . 3 . 3 .
I V . 1 . 2 . 2 .  S i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  d i r i g i d a  p o r  a c i d o  n o l i u r i -  
d i l i c o
/
S e g u id a m e n te  e s t u d i a m o s  e l  e f e c t o  de d i s t i n t a s  c o n c e n t r a ­
c i o n e s  de h i g r o m i c i n a  B en l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  d i r i g i d a  
p o r  p o l i ( U ) ,  en un  s i s t e m a  a l t a m e n t e  p u r i f i c a d o  que c o n t e n i a :  r i b o s o ­
mas l a v a d o s  a  l o s  que p r e v i a m e n t e  se  h a b i a  f i j a d o  Acf^^cJ Phe-tRNA en 
e l  s i t i o  A como i n i c i a d o r  de l a  c a d e n a ,  [ ^ h ] P he-tRNA, GTP ( i n c u b a d o  
d u r a n t e  10 rain en un  s i s t e m a  r e g e n e r a n t e  de e n e r g i a  c o m p u e s to  p o r  PEP 
y PK, t a l  como se  i n d i c a  en  e l  a p a r t a d o  I I I . 2 . 2 ) ,  y l o s  f a c t o r e s  de 
p o l i m e r i z a c i o n  G y T, p u r i f i c a d o s .  E s t e  s i s t e m a ,  menos a c t i v o  que e l  
s i s t e m a  de s i n t e s i s  con  p o l i s o m a s  e n d o g e n o s ,  s i n t e t i z a  p r i n c i p a l m e n t e  
N - a c e t i l - o l i g o p e p t i d o s .
La F i g u r a  4 . 1  (Q) m u e s t r a  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en un  
e x p e r i m e n t o  en que en e l  c o n t r o l  s i n  a n t i b i o t i c o  (100% de a c t i v i d a d )  
se  o b tu v o  u n a  i n c o r p o r a c i o n  de 25 pmol de  f e n i l a l a n i n a  p o r  u n i d a d  op ­
t i c a  de r i b o s o m a s .  La c u r v a  de i n h i b i c i o n  o b t e n i d a  en e s t e  s i s t e m a  
p u r i f i c a d o  f u é  s e n s i b l e m e n t e  p a r e c i d a  a  l a  o b t e n i d a  en e l  s i s t e m a  de 
s i n t e s i s  d i r i g i d o  p o r  m e n s a j e r o  n a t u r a l  ( F i g u r a  4 . 1  (O) ) .
Comprobamos,  p o r  u l t i m o ,  e l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en 
l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a ,  en  un  s i s t e m a  mâs c r u d o  c o n s t i t u i d o  
p o r  r i b o s o m a s  l a v a d o s ,  p o l i ( U ) ,  e x t r a c t o  SlOO (como f u e n t e  de f a c t o -
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r e s  de p o l i m e r i z a c i o n  y de a m in o a c i l - tR N A  s i n t e t a s a s ) ,  GTP, ATP, tRNA 
y f e n i l a l a n i n a .  En p a r a l e l o  y en  e l  mismo s i s t e m a  e s t u d i a m o s  l a  
i n c o r p o r a c i o n ,  e s t i m u l a d a  p o r  e l  a n t i b i o t i c o ,  de un  a m i n o a c i d o  e r r o ­
n e a m e n te  c o d i f i c a d o  p o r  e l  m e n s a j e r o .  U t i l i z a m o s  como a m i n o a c i d o  e r r o -  
n e o ,  l a  s e r i n a ,  que v i e n e  c o d i f i c a d a  p o r  e l  t r i p l e t e  UCU ( e n t r e
o t r o s ) .  T r a b a j o s  a n t e r i o r e s  de  o t r o s  a u t o r e s  ( D a v i e s  y c o l s . v  1965)  
d e m o s t r a b a n  que l a  i n c o r p o r a c i o n  de e s t e  a m i n o a c i d o  e r a  f u e r t e m e n t e  
e s t i m u l a d a  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B, en  un  s i s t e m a  de s i n t e s i s  p ro g ram a d o  
p o r  â c i d o  p o l i u r i d i l i c o .
E l  e n s a y o  se  l l e v o  a  cabo  en d o s  m e z c l a s  de r e a c c i o n  sem e-  
j a n t e s  s a l v o  que en  u n a  de e l l a s  e s t a b a n  p r é s e n t e s  s i m u l t a n e a m e n t e  
l o s  d o s  a m i n o â c i d o s ,  Phe y s e r ,  m i e n t r a s  que en l a  o t r a  mez­
c l a  se  o m i t i o  e l  a m i n o â c i d o  no c o d i f i c a d o  s e r .  La F i g u r a  4 .2
m u e s t r a  e l  e f e c t o  de c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de h i g r o m i c i n a  B en  
l a  i n c o r p o r a c i o n  de ambos a m i n o â c i d o s  en  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  p r e c i p i -  
t a b l e s  e n  TCA c a l i e n t e .  En p r i m e r  l u g a r ,  podemos o b s e r v a r  que l a  s i n ­
t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  en  e s t e  s i s t e m a  e s  menos s e n s i b l e  a l  a n t i b i o t i c o  
que l a  s i n t e s i s  d i r i g i d a  p o r  m e n s a j e r o  n a t u r a l  o p o r  p o l i ( U )  en un 
s i s t e m a  a l t a m e n t e  p u r i f i c a d o .
E f e c t i v a m e n t e ,  l a  maxima i n h i b i c i o n  en  e l  s i s t e m a  c ru d o  
d i r i g i d o  p o r  p o l i ( U )  ( a p r o x im a d a m e n te  un  80%) se  a l c a n z a  a  u n a  c o n c e n ­
t r a c i o n  de  30 m i e n t r a s  que c o n c e n t r a c i o n e s  de 3 -5  d e l  a n t i b i o ­
t i c o  o c a s i o n a n  u n a  i n h i b i c i o n  de l a  i n c o r p o r a c i o n  de f e n i l a l a n i n a  d e l  
50% t a n t o  en p r e s e n c i a  (0 )  como en  a u s e n c i a  (Q) de  s e r i n a .  Al mismo 
t i e m p o ,  l a  e s t i m u l a c i o n  de l a  i n c o r p o r a c i o n  de l a  s e r i n a  c o m ie n -
z a  a  u n a  c o n c e n t r a c i o n  d e l  a n t i b i o t i c o  menor  de 3 yiNI y se  i n c r e m e n t a  
c a s i  l i n e a l m e n t e  h a s t a  l a  mâxima c o n c e n t r a c i o n  u s a d a ,  0 , 2 4  mM de h i -
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C o n c e n t r a c i o n  de a n t i b i o t i c o  ( l^aM)





F i g u r a  4 . 2 . -  E f e c t o  de l a  c o n c e n t r a c i o n  de h i g r o m i c i n a  B en l a  i n c o r ­
p o r a t i o n  d i r i g i d a  p o r  p o l i ( ü )  de [ ^ ^ f e n i l a l a n i n a  ( 0 , 0 )  
y s e r i n a  ( • )  en  c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s .  La s i n t e s i s
se  r e a l i z o  como s e  d e t a l l a  en  I I I . 3 . l a ,  en  m e z c l a s  de 
r e a c c i o n  de 20 juJ. que s e  i n c u b a r o n  12 m in .  En l a  m i t a d  
de e s t a s  m e z c l a s  e s t a b a n  p r é s e n t e s  p H ] P h e  (380  cpm/pm ol)  
y s e r  (200  cpm/pm ol)  s i m u l t a n e a m e n t e  ( 0 , 6 ) , m i e n t r a s
que en  l a s  o t r a s  se  o m i t i o  l a  s e r i n a  ( o ) .  (a ) r e p r é s e n t a  
l a  suma de [^h J f e n i l a l a n i n a  y s e r i n a  i n c o r p o r a d a s .
C o n t r ô l e s  de l a  i n c o r p o r a c i o n  en  a u s e n c i a  de p o l i ( U )
( 2 , 1  pmol de  Phe y 2 , 9  pmol de j^^cj  s e r /A g ^Q  r i b o s o ­
mas) se  r e s t a r o n  de t o d o s  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s .
—8 4 “
g r o m i c i n a  3 ( • ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  an e s t a  F i g u r a  t a m b i e n  podernos o b s e r -  
b a r  cue  l a  o m is io n  de l a  s e r i n a  de l a  m e z c l a  de r e a c c i o n ,  no mo-
d i f i c a  s u s t a n c i a l m e n t e  l a  c a n t i d a d  de l e n i l a l a n i n a  i n c o r p o r a d a  en
p r e s e n c i a  d e l  a n t i b i o t i c o .  E s t e  r e s u l t a d o  i n e s p e r a d o  p a r e c e  i n d i c a r  
que l a  i n c o r p o r a c i o n  d e l  a m i n o à c i d o , e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o  p o r  e l  men* 
s a j e r o ,  no r e e m p l a z a  a  l a  d e l  a m i n o a c i d o  c o r r e c t e  s i n o  que t i e n e  l u g a r  
en a d i c  i o n  a  e s t a .  En c o n s e c u e n c i a ,  s i  c o n s i d é r â m e s  e l  t o t a l  de a m i -  
n o a c i d o s  i n c o r p o r a d o s  ( e s  d e c i r ,  l a  suma de p ü ]  f e n i l a l a n i n a  y s e ­
r i n a ) ,  l a  i n h i b i c i o n  de l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  a  a l t a s  c o n c e n t r a c i o -  
n e s  de l a  h i g r o m i c i n a  B ( s u p e r i o r e s  a  30 ^ î )  e s  m ener  c uan d o  l a  
s e r i n a  e s t a  p r é s e n t e  en l a  m e z c l a  de r e a c c i o n  (a ) que c uando  no l e  e s ­
t a  ( □ ) ;  l a  i n h i b i c i o n  de l a  i n c o r p o r a c i o n  t o t a l  de a m i n o â c i d o s  a  l a  
c o n c e n t r a t i o n  de 0 , 2 4  mM d e l  a n t i b i o t i c o ,  e s  d e l  65% en e l  p r i m e r o  de 
l e s  c a s e s  y a l c a n z a  h a s t a  un  80% en e l  s e g u n d o .
En e s t e  mismo s i s t e m a  de s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  d é ­
c i d i o n s  i n v e s t i g a r  e l  e f e c t o  que c a u s a b a  e l  a n t i b i o t i c o  en  l a  i n c o r p o ­
r a c i o n  de f e n i l a l a n i n a  y de s e r i n a ,  c uando  se  a h a d i a  a  l a  m e z c l a  de 
r e a c c i o n  u n a  v e z  com enzada  l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a .  En l a  F i g u r a  4 .3  
se  o b s e r v a  que l a  a d i c i o n  de 0 , 2 4  mM de h i g r o m i c i n a  B a  u n a  a l i c u o t a  
de l a  m e z c l a  de s i n t e s i s  que l l e v a  4 , 5  min s i n t e t i z a n d o  a c t i v a m e n t e ,  
c o n d u c e  a  u n a  f u e r t e  i n h i b i c i o n  de  l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  ( • )  
m i e n t r a s  que se  e s t i m u l a  c o n s i d e r a b l e m e n t e  l a  i n c o r p o r a c i o n  de l a  s e ­
r i n a  en  l a s  c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s  ( ■ ) .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en l o s  e x p e r i m e n t o s  a n t e r i o r e s ,  
d e m o s t r a r o n  c l a r a m e n t e  que l a  h i g r o m i c i n a  B i n h i b e  a c t i v a m e n t e  e l  c i -  
c l o  de p o l i m e r i z a c i o n  de l a  c a d e n a  p e p t i d i c a  en  t o d o s  l o s  s i s t e m a s  e n -  
s a y a d o s  y c o n f i r m a b a n  l o s  t r a b a j o s  a n t e r i o r e s  i n d i c a n d o  que p r o d u c i a
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F i g u r a  4 . 3 . -  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B ( 0 , 2 4  mM) en  l a  i n c o r p o r a c i o n  
de f e n i l a l a n i n a  ( 0 , i )  y  j^^c] s e r i n a  (□ ,■ )  en  un  s i s ­
tem a  de s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c o  d i r i g i d o  p o r  p o l i ( U ) .  E l  
e x p e r i m e n t o  s e  l l e v o  a  c ab o  como en  I I I . 3 . l a , en  u n a  mez­
c l a  de r e a c c i o n  de 240 j j l ,  que c o n t e n i a  ademas de [^h] Fhe 
(160  c p m /p m o l ) ,  [^^c] s e r  ^200 cpm /pm ol)  ( 0 , q ) .  En e l  t i e m -  
po i n d i c a d o  p o r  l a  f l e c h a  s e  a f la d io  a  u n a  p o r c i o n  de l a  
m e z c l a  (100  j u l )  3 yul de h i g r o m i c i n a  B 8 mM, p r o s i g u i e n d o  
l a  i n c u b a c i o n  a  3090 ( # , # ) .  A l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s  en 
l a  F i g u r a  s e  d e t e r m i n e  l a  i n c o r p o r a c i o n  de ambos a m in o ­
â c i d o s  en  a l i c u o t a s  de 15 ju l  de  l a s  m e z c l a s .  E l  v a l o r  o b -  
t e n i d o  a  0 min de i n c u b a c i o n ,  s e  r e s t o  de l o s  r e s u l t a d o s .
- 8 6 -
e r r o r e s  en l a  t r a d u c c i o n  d e l  mRNA ( D a v i e s  y c o l s . ,  1965 ;  D a v ie s  y Da­
v i s ,  1 9 6 8 ) .  E l  s i g u i e n t e  p r o p o s i t o  de n u e s t r o  t r a b a j o  f u é  a v e r i g u a r  
que e t a p a  o e t a p a s  de d i c h o  c i c l o  e r a n  l a s  a f e c t a d a s  p o r  e l  a n t i b i o ­
t i c o  y r e s p o n s a b l e s ,  en  c o n s e c u e n c i a ,  de l a  i n h i b i c i o n  o b s e r v a d a .  Co­
mo y a  ap u n ta m o s  en  e l  c a p i t u l o  de I n t r o d u c c i o n  ( a p a r t a d o  1 . 1 , 3 )  p o d e -  
mos d i v i d i r  l a  p o l i m e r i z a c i o n  d e l  p o l i p é p t i d o  en t r è s  e t a p a s  b i e n  d i -  
f e r e n c i a d a s ;  l a  f i j a c i o n  d e l  a m i n o a c i l - t R N A  a l  s i t i o  A, l a  f o r m a c i o n  
d e l  e n l a c e  p e p t f d i c o  con  e l  p e p t i d i l - t R N A  s i t u a d o  en e l  s i t i o  P y l a  
t r a n s l o c a c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  f o r m a d o .  E nsayam os ,  p o r  t a n t o ,  e l  e fec-  
t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en c a d a  u n a  de e s t a s  e t a p a s  en  s i s t e m a s  modè­
l e s  s i m p l i f i c a d o s .
I V . 1 . 3 .  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en l a  f i j a c i o n  e n z i m â t i c a  de 
[% ]P h e - tR N A
En p r i m e r  l u g a r  e s t u d i a m o s  e l  e f e c t o  d e l  a n t i b i o t i c o  en  l a  
f i j a c i o n  de Phe-tRNA a  r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con  â c i d o  p o l i u r i d i -  
l i c o .  A b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de M g ^ ^ ( e n t r e  6 y 10 mM) e s t a  f i j a c i o n ,  
que d e p e n d e  d e l  f a c t o r  de p o l i m e r i z a c i o n  T y de GTP, t i e n e  l u g a r  p r e -  
f e r e n t e m e n t e  en  e l  s i t i o  r i b o s o m i c o  A y r é s u l t a  un  buen  i n d i c e  de l a s  
p o s i b l e s  i n t e r f e r e n c i a s  d e l  a n t i b i o t i c o  con  l a  f i j a c i o n  d e l  a m i n o a c i l -  
-tRNA. P a r a  e v i t a r  l a  e s c a s a ,  a u n qu e  p o s i b l e ,  f i j a c i o n  de [ ^ h] Phe-tRNA 
a l  s i t i o  P, que d i s t o r s i o n a r i a  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s ,  ocupamos en p r i m e r  
l u g a r  e s t e  s i t i o  r i b o s o m i c o :  p a r a  e l l o  l o s  r i b o s o m a s  ( p r e v i a m e n t e  a 
l a  r e a c c i o n  de f i j a c i o n )  se  i n c u b a r o n  con  tRNA d e s a c i l a d o  e l  c u a l ,  a 
10 mM de Mg' ’^^ s e  f i j a  p r e f e r e n t e m e n t e  en  e l  s i t i o  P (W a ta n a b e ,  1 9 7 2 ) .




















T I E MP O ( m i n )
F i g u r a  4 . 4 . -  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en l a  c i n é t i c a  de f i j a c i o n  de 
[^h]Phe-tRNA a  r i b o s o m a s ,  d e p e n d i e n t e  de EF-T y GTP. E l  
e x p e r i m e n t o  s e  r e a l i z e  como en e l  a p a r t a d o  I I I . 1 . 2 ,  en 
m e z c l a s  de r e a c c i o n  de 80 yUl co n  ( • )  y s i n  (0 )  h i g r o m i ­
c i n a  B. Las m e z c l a s  se  p r e i n c u b a r o n  a  302C d u r a n t e  1 min 
a n t e s  de l a  a d i c i o n  d e l  f a c t o r ; a  l o s  t i e m p o s  s e n a l a d o s  
s e  d e t e r m i n e  en  a l i c u o t a s  de 15 jjJ. de l a s  m e z c l a s ,  l a  c a n ­
t i d a d  de [^h]Phe- tRNA f i j a d o  a  l o s  r i b o s o m a s .  (□) r e p r é ­
s e n t a  l a  f i j a c i o n  en  a u s e n c i a  de EF-T y GTP.
- 8 8 -
La F i g u r a  4 . 4  m u e s t r a  l a  c i n é t i c a  de f i j a c i o n  de ^ hJ Phe-tRNA en a u ­
s e n c i a  (o )  y en p r e s e n c i a  de l a  h i g r o m i c i n a  B a l a  c o n c e n t r a c i o n  de 
80 ( • ) .  La f i j a c i o n  que t r a n s c u r r e  r a p i d a m e n t e  en  ambos c a s o s  ( e n
menos de 15 s l a  r e a c c i o n  e s  c o m p l é t a ) ,  se  e s t i m u l a  l i g e r a m e n t e  p o r  
e l  a n t i b i o t i c o .
I V . 1 . 4 .  A u s e n c i a  de e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B s o b r e  l a  p e p t i d i l -  
- t r a n s f e r a s a
E l  a n t i b i o t i c o  p u r o m i c i n a  c o n s t i t u y e  un  b uen  s u s t r a t o  acep* 
t o r  p a r a  l a  en z im a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a  y fo rm a  e n l a c e  p e p t f d i c o  con  
e l  p e p t i d i l - t R N A ,  o a n a l o g o s  d e l  mismo, s i t u a d o  en e l  s i t i o  P ( T r a u t  y 
Monro, 1964 ;  H a en n i  y L u c a s - L e n a r d ,  1 9 6 8 ) .
I n v e s t i g a m o s  e l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en  l a  f o r m a c i o n  
d e l  e n l a c e  p e p t f d i c o  e n t r e  l a  p u r o m i c i n a  y e l  Ac Phe-tRNA p r e v i a ­
m ente  t r a n s l o c a d o  a l  s i t i o  P, en  a u s e n c i a  d e l  a n t i b i o t i c o .  La F i g u r a  
4 . 5  m u e s t r a  l a  c i n é t i c a  de f o r m a c i o n  d e l  A c P h e - p u r o m i c i n a ;  l a  h i g r o ­
m i c i n a  B no a f e c t a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  r e a c c i o n .
r v . 1 . 5 .  I n h i b i c i o n  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B de l a  t r a n s l o c a c i o n  e n z i -  
m a t i c a
I V . 1 . 5 . 1 .  T r a n s l o c a c i o n  e n z i m a t i c a  de AcPhe-tRNA
E s t u d ia m o s  a  c o n t i n u a c i o n  e l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en


































TI E MP O (min)
F i g u r a  4 . 5 . -  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en  l a  a c t i v i d a d  p e p t i d i l - t r a n s -  
f e r a s a  d e l  r i b o s o m a .  En e s t e  e x p e r i m e n t o ,  r i b o s o m a s  con  
Ac [^^c] Phe-tRNA f i j a d o  en  e l  s i t i o  A, se  p r e i n c u b a r o n  a 
309C d u r a n t e  5 min co n  120 yUg/ml de EF-G y GTP ( a p a r t a d o
I I I . 6 . ) .  A d o s  p o r c i o n e s  de 40 yul de l a  m e z c l a  se  l e s  
a f l a d io  5 yul de h i g r o m i c i n a  B 0 , 8  mM ( • )  o 5 de H2O (0 )  
y 1 min d e s p u é s  5 j^uX de p u r o m i c i n a  5 mM. La i n c u b a c i o n  
p r o s i g u i o  a  30^0 y a  l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s  se  a n a l i z o  en  
a l i c u o t a s  de  15 y u l , e l  A c P h e - p u r o m i c i n a  s i n t e t i z a d o .  La 
r a d i a c t i v i d a d  e x t r a i b l e  en  a c e t a t o  de e t i l o  en  un  c o n t r o l  
s i n  p u r o m i c i n a , s e  s u s t r a j o  de  t o d o s  l o s  v a l o r e s .
- 9 0 -
l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  Ac Phe-tRNA d e l  s i t i o  r i b o s o m i c o  A a l  P, d e ­
p e n d i e n t e  d e l  f a c t o r  de p o l i m e r i z a c i o n  G y de GTP. La t r a n s l o c a c i o n  
de e s t e  a n â l o g o  d e l  p e p t i d i l - t R N A  puede  m e d i r s e  f a c i l m e n t e  ya  que d i ­
cho c o m p u e s to  e s  un  e x c e l e n t e  s u s t r a t o  d o n a d o r  p a r a  l a  p e p t i d i l - t r a n s -  
f e r a s a  y r e a c c i o n a  r a p i d a m e n t e  con  l a  p u r o m i c i n a ,  s o l o  cuando  se  e n -  
c u e n t r a  en  e l  s i t i o  P ( v e r  a p a r t a d o  1 1 1 , 2 . 1 ) ,  E l  p r o d u c t o  de l a  r e a c ­
c i o n  Ac [^^c] P h e - p u r o m i c i n a  se  d e s p r e n d e  d e l  r i b o s o m a  y se  e x t r a e  con 
a c e t a t o  de e t i l o ,  p u d i e n d o  e n t o n c e s  s e r  c u a n t i f i c a d o .
En l a  F i g u r a  4 . 6 ,  s e  o b s e r v a  que t a n t o  l a  v e l o c i d a d  como 
l a  e x t e n s i o n  de l a  f o r m a c i o n  de Ac [^^c] P h e - p u r o m i c i n a  se  i n h i b e n  f u e r -  
t e m e n t e  en p r e s e n c i a  de 80 ^  de h i g r o m i c i n a  B ( • ) .  E s t a  i n h i b i c i o n  
e s  maxima a  l o s  2 min de i n c u b a c i o n  en que l a  t r a n s l o c a c i o n  p r a c t i c a -  
m ente  se  h a  c o m p l e t a d o  en e l  c o n t r o l  s i n  a n t i b i o t i c o  ( o ) .
E l  e f e c t o  de l a  c o n c e n t r a c i o n  de h i g r o m i c i n a  B en l a  i n h i ­
b i c i o n  de  t r a n s l o c a c i o n  e n z i m â t i c a  d e l  AcPhe-tRNA se  m u e s t r a  en  l a  
F i g u r a  4 . 1  ( ■ ) .  En e l l a  se  o b s e r v a  que e l  p r o c e s o  de t r a n s l o c a c i o n  
d e l  AcPhe-tRNA e s  menos s e n s i b l e  a l  a n t i b i o t i c o  que l a  p o l i m e r i z a c i o n  
p o l i p e p t i d i c a  e s t u d i a d a  en  un  s i s t e m a  de Ac [^^C] P h e - ( I?H ]P h e )^  ( o ) ,  
p u e s t o  que a p ro x im a d a m e n te  se  p r é c i s a  e l  d o b l e  de h i g r o m i c i n a  B (4  u^UYI) 
p a r a  c o n s e g u i r  un  50% de i n h i b i c i o n  de l a  t r a n s l o c a c i o n ;  l a  maxima 
i n h i b i c i o n  ( d e l  o r d e n  d e l  80%) r e q u i e r e  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  a n t i b i o ­
t i c o  s u p e r i o r e s  a  100 yuM.
I V . 1 . 5 . 2 .  T r a n s l o c a c i o n  e n z i m â t i c a  d e l  p e n t i d i l - t R N A  en p o l i s o m a s
La i n h i b i c i o n  de t r a n s l o c a c i o n  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B, o b s e r -












F i g u r a  4 . 6 . -  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B e n  l a  c i n é t i c a  de t r a n s l o c a ­
c i o n  d e l  Ac Phe-tRNA. L as  c a r a c t e r i s t i c a s  de  e s t e  
e n s a y o  s e  d e t a l l a n  en  I I I . 2 . 2 .  La r e a c c i o n ,  en m e z c l a s  
de 100 jjI  p r e v i a m e n t e  i n c u b a d a s  1 min a  3Q2C, comenzo 
con  l a  a d i c i o n  d e l  f a c t o r  G. A l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s  se  
to m a r o n  a l i c u o t a s  de 15 yul en  l a s  que s e  d e t e r m i n e  e l  
Ac P h e - p u r o m i c i n a  s i n t e t i z a d o  en  p r e s e n c i a  ( • )  de 
h i g r o m i c i n a  B^80 yuK o en  s u  a u s e n c i a  ( 0 ) .
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v a d a  en  e l  s i s t e m a  m o de lo ,  f u é  p o s t e r i o r m e n t e  v e r i f i c a d a  en un  s i s t e ­
ma mas f i s i o l o g i c o :  l o s  p o l i s o m a s  e n d o g e n o s  de S .  c o l i  p u r i f i c a d o s .
La mayor p a r t e  de l o s  r i b o s o m a s  que c o n s t i t u y e n  e s t o s  p o l i s o m a s  l l e -  
v a n  e l  p e p t i d i l - t R N A  u n i d o  a l  s i t i o  r i b o s o m i c o  A. E s t a  s i t u a c i o n  se  
d e b e  a l  p r o c e d i m i e n t o  s e g u i d o  p a r a  l a  o b t e n c i o n  de l o s  p o l i s o m a s ,  e l  
c u a l  c o n l l e v a  un  e n f r i a m i e n t o  r a p i d e  de l a s  c é l u l a s  en c r e c i m i e n t o  
con  e l  f i n  de d e t e n e r  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  ( a p a r t a d o  I I . 3 ) .  E l  
p r o c e s o  de t r a n s l o c a c i o n  e s  mas a f e c t a d o  p o r  l a s  b a j a s  t e m p e r a t u r a s  
( L u c a s - L e n a r d  y H a e n n i ,  1969)  que l a  f i j a c i o n  d e l  a m in o a c i l - tR N A  (G o r ­
d on ,  1969)  o l a  f o r m a c i o n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  ( P e s t k a ,  1 9 7 2 a ) , p o r  l o  
que e l  p e p t i d i l - t R N A  se  a cu m ula  en  l a  s i t u a c i o n  de p r e t r a n s l o c a c i o n .
La p o s i c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  p o l i s o m i c o  se  d e t e r m i n e  p o r  
su  r e a c c i o n  con p u r o m i c i n a .  Como se  o b s e r v a  en  l a  F i g u r a  4 . 7 , 1 a  
a d i c i o n  de EF-G y GTP a l  s i s t e m a  de p o l i s o m a s  (q u e  promueve l a  t r a n s ­
l o c a c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  a l  s i t i o  P) e s t i m u l a  e n t r e  2 y 3 v e c e s  l a  
r e a c c i o n  de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  con  l a  p u r o m i c i n a .  E s t a  e s t i r a u l a -  
c i o n  e s  f u e r t e m e n t e  i n h i b i d a  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B a l a  c o n c e n t r a c i o n  
de 80 yjuM. La i n h i b i c i o n  e s  maxima a  t i e m p o s  c e r t e s  de i n c u b a c i o n ,  o b -  
s e r v a n d o s e  a  t i e m p o s  mas l a r g o s  un  a p r e c i a b l e  e s c a p e  de l a s  c a d e n a s  
a l  s i t i o  P, p o s i b l e m e n t e  d e b i d o  a  que e l  b l o q u é e  de l a  t r a n s l o c a c i o n  
p o r  e l  a n t i b i o t i c o  no e s  d e l  t o d o  c o m p l e t e .
Cuando e s t u d i a m o s  e l  e f e c t o  de c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  
de l a  h i g r o m i c i n a  B en l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  en p o l i s o ­
mas, l a  c u r v a  de i n h i b i c i o n  o b t e n i d a .  F i g u r a  4 . 1  ( # ) , f u é  s e n s i b l e m e n -  
t e  p a r e c i d a  a  l a  de l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  AcPhe-tRNA ( a ) ;  s i n  em bargo ,  
l a  t r a n s l o c a c i o n  en  e l  s i s t e m a  d i r i g i d o  p o r  RNA m e n s a j e r o  n a t u r a l ,  
e r a  l i g e r a m e n t e  menos s e n s i b l e  a  b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  a n t i b i o t i -
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F i g u r a  4 . 7 . -  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B 80 uM en  l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  
p e p t i d i l - t R N A  en  p o l i s o m a s ,  d e p e n d i e n t e  de EF-G y GTP.
La s i n t e s i s  de p e p t i d i l -  Plfl p u r o m i c i n a  d e p e n d i e n t e  d e l  
f a c t o r  G y  de  GTP s e  r e a l i z e  en  m e z c l a s  de 100 jjI  ( a p a r ­
t a d o  I I I . 2 . 3 )  con  ( • )  y s i n  ( 0 )  h i g r o m i c i n a  B. E l  p r o ­
d u c t o  de  l a  r e a c c i o n  s e  d e t e r m i n e  a  l o s  t i e m p o s  que i n ­
d i c e  l a  F i g u r a  en  a l i c u o t a s  de  15 de  l a s  m e z c l a s .  (□) 
r e p r e s e n t a n  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  en  u n a  m e z c l a  de  r e a c -  
c i 6 n  p a r a l e l a  s i n  EF-G y GTP.
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cOt P o r  o t r a  p a r t e ,  s i  comparamos l a  i n h i b i c i o n  de t r a n s l o c a c i o n  con 
l a  o b t e n i d a  a l  e n s a y a r  e l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en l a  p o l i m e r i ­
z a c i o n  de p o l i p é p t i d o  en p o l i s o m a s  ( o ) ,  podemos d e d u c i r ,  a l  i g u a l  que 
en l o s  s i s t e m a s  mas p u r i f i c a d o s ,  que l a  s i n t e s i s  e s  mas s e n s i b l e  a l  
a n t i b i o t i c o  que l a  e t a p a  de t r a n s l o c a c i o n  e s t u d i a d a  como r e a c c i o n  a i s -  
l a d a .
E s t a  d i f e r e n c i a  de s e n s i b i l i d a d , o b s e r v a d a  en c u a l q u i e r a  
de l o s  d o s  s i s t e m a s ,  p u d i e r a  d e b e r s e  a  l a s  d i f e r e n t e s  c o n d i c i o n e s  en 
que se  r e a l i z a n  ambos e n s a y o s  o b i e n  a  que l a  h i g r o m i c i n a  B, ademas 
de l a  t r a n s l o c a c i o n ,  a f e c t a r a  o t r a s  e t a p a s  d e l  c i c l o  de p o l i m e r i z a c i o n .  
E s t a s  p o s i b l e s  i n t e r f e r e n c i a s  no se  h a n  d e t e c t a d o  en l a s  r e a c c i o n e s  
e n s a y a d a s  p o r  n o s o t r o s .
I V . 1 . 5 . 3 .  P o s i c i o n  de l a s  c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s  n a c i e n t e s  en  s i s ­
t em as  de s i n t e s i s  b l o o u e a d o s  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s , e n  l o s  e x p e r i m e n t o s  d e s c r i t o s  en 
a p a r t a d o s  a n t e r i o r e s , i n d i c a n  que l a  h i g r o m i c i n a  B i n h i b e  l a  t r a n s l o ­
c a c i o n  e n z i m â t i c a , e s t u d i a d a  como u n a  e t a p a  a i s l a d a  d e l  c i c l o  de p o l i ­
m e r i z a c i o n .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  p o l i m e r i z a c i o n  de l a  c a d e n a  p e p t i d i c a  
en  l o s  d i s t i n t o s  s i s t e m a s  e s t u d i a d o s ,  e s  mas s e n s i b l e  a l  a n t i b i o t i c o .  
Q u e d a b a , p u e s , p o r  e l u c i d a r  l a  c o r r e l a c i o n  e x i s t a n t e  e n t r e  e s t o s  dos  
e f e c t o s  i n h i b i d o r e s ,  e s  d e c i r ,  s i  e l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en  e l  
c i c l o  de p o l i m e r i z a c i o n  e r a  r e a l m e n t e  d e b i d o  a  l a  i n h i b i c i o n  p o r  e l  
a n t i b i o t i c o  de l a  e t a p a  de t r a n s l o c a c i o n .  La p r u e b a  mas c o n t u n d e n t e ,  
p a r a  e s t a b l e c e r  o d e s e c h a r  e s t a  c o r r e l a c i o n ,  c o n s i s t e  en  a n a d i r  e l
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i n h i b i d o r  a un  s i s t e m a  que e s t a  a c t i v a m e n t e  s i n t e t i z a n d o  p r o t e i n a s  y 
d e t e r m i n a r  l a  p o s i c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A ,  S i  e l  i n h i b i d o r  a f e c t a  l a  
t r a n s l o c a c i o n ,  d ebe  b l o q u e a r  l a  s i n t e s i s  c o n f i n a n d o  a l  p e p t i d i l - t R N A  
en e l  s i t i o  A, p o s i c i o n  en l a  que no r e a c c i o n a  co n  p u r o m i c i n a .  P o r  e l  
c o n t r a r i o ,  s i  e l  a n t i b i o t i c o  a c t u a  s o b r e  l a  f i j a c i o n  d e l  a m i n o a c i l - t R N /  
r e t e n d r a  l a  c a d e n a  p e p t i d i c a  en e l  s i t i o  d o n a d o r ,  h a c i e n d o  p o s i b l e  l a  
f o r m a c i o n  d e l  p e p t i d i l - p u r o m i c i n a .  De t o d o s  l o s  a n t i b i o t i c o s  que a c -  
t u a n  en s i s t e m a s  p r o c a r i d t i c o s  y q ue ,  n o r m a l m e n t e ,  se  h an  c o n s i d e r a d o  
i n h i b i d o r e s  de t r a n s l o c a c i o n  ( a c i d o  f u s i d i c o ,  t i o s t r e p t o n ,  s i o m i c i n a ,
m i c r o c o c i n a  e t c  ) ,  t a n  s o l o  l a  v i o m i c i n a  cumple  e s t e  r e q u e r i m i e n -
t o  t a n  e s t r i c t o  ( M o d o l e l l  y V a z q u e z , 1 9 7 7 ) .
E x p e r i e n c i a s  p r e v i a s  en  e l  l a b o r a t o r i o ,  h a b i a n  d e m o s t r a d o  
que l a  i n h i b i c i o n  de l a  r e a c c i o n  de l a  p u r o m i c i n a  no e s  c a s i  n u n c a  
c o m p l é t a ,  e s p e c i a l m e n t e  con  c o m p u e s to s  que no b l o q u e a n  t o t a l m e n t e  l a  
s i n t e s i s  y p e r m i t e n  l a  s a l i d a  p a r c i a l  d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  A 
d e l  r i b o s o m a  ( M o d o l e l l  y V a z q u e z ,  1 9 7 7 ) .  P o r  t a n t o ,  p a r a  r e a l i z a r  e l  
e x p e r i m e n t o  u t i l i z a m o s  d os  a n t i b i o t i c o s  como c o n t r o l :  l a  v i o m i c i n a  y 
l a  t e t r a c i c l i n a ,  p o t e n t e s  i n h i b i d o r e s  ambos d e l  c i c l o  de p o l i m e r i z a -  
c i d n .  La v i o m i c i n a  i n h i b e  f u e r t e m e n t e  l a  t r a n s l o c a c i d n  ( L i e u  y T a n a k a ,  
197 6 ;  M o d o l e l l  y V a zq u e z ,  1977)  y l a  t e t r a c i c l i n a  b l o q u e a  e s p e c i f i c a -  
m en te  l a  f i j a c i d n  d e l  a m in o a c i l - tR N A  ( V a z q u e z ,  1978)  p o r  l o  que r e t i e -  
n e n  a l  p e p t i d i l - t R N A  en e l  s i t i o  A y P, r e s p e c t i v a m e n t e .
La F i g u r a  4 . 8  m u e s t r a  l o s  r e s u l t a d o s  d e l  e x p e r i m e n t o  r e a l i -  
zado  en un  s i s t e m a  c ru d o  de s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  con r i b o s o m a s  
d i r i g i d o s  p o r  p o l i ( U )  y e x t r a c t o  SIOO. En p r i m e r  l u g a r ,  podemos o b s e r ­
v e r  que l a  a d i c i d n  de h i g r o m i c i n a  B, t e t r a c i c l i n a  o v i o m i c i n a  a l  s i s ­
































F i g u r a  4 . 8 . -  D e s p r e n d i m i e n t o  p o r  l a  p u r o m i c i n a  de l a s  c a d e n a s  n a c i e n ­
t e s  de p o l i f e n i l a l a n i n a ,  en  r i b o s o m a s  b l o q u e a d o s  d u r a n t e  
l a  s i n t e s i s  p o r  65 jÆ  de v i o m i c i n a  (■) 0 , 2  mM de h i g r o ­
m i c i n a  B ( • )  o 0 , 2  mM de t e t r a c i c l i n a  ( □ ) .  E l  e x p e r i m e n ­
t o  s e  l l e v o  a  c ab o  como se  d e s c r i b e  en I I I . 4 . 2 .  La s i n ­
t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  s e  d e t e r m i n e  m id ie n d o  en  a l i -  
c u o t a s  de  20 j j l  l a  r a d i a c t i v i d a d  p r e c i p i t a b l e  en  m - c r e -  
s o l  ( 0 ) .  E l  a l t o  fo n d o  de  r a d i a c t i v i d a d  o b t e n i d o  (mâà de 
7000 cpm) f u é  d e b i d o  a l  e x c e s o  de Phe-tRNA p r e s e n t s  
en l a  m e z c l a  de r e a c c i o n  y no a s o c i a d o  a  l o s  r i b o s o m a s ,  
que p r é c i p i t a  a i  c r e s o l .
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l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a .  D esp u é s  de 1 min de i n c u b a c i o n  con 
l o s  a n t i b i o t i c o s ,  se  a h a d i o  l a  p u r o m i c i n a  y se  a n a l i z o  e l  [ p r f j p e p t i -  
d i l - p u r o m i c i n a  fo rm ado  p o r  e l  m etodo  d e s c r i t o  en e l  a p a r t a d o  I I I . 4 . 2 .  
La i n t e r p r e t a c i o n  de l o s  r e s u l t a d o s  e s  l a  s i g u i e n t e :  en l o s  r i b o s o m a s  
i n h i b i d o s  p o r  l a  t e t r a c i c l i n a ,  l a  p u r o m i c i n a  l i b e r a  r a p i d a m e n t e  l a s  
c a d e n a s  de P h] p o l i f e n i l a l a n i n a ,  l o  c u a l  se  d e t e c t a  p o r  un a  d i s m i n u -  
c i o n  de l a  r a d i a c t i v i d a d  en l o s  f i l t r e s  ( e l  p e p t i d i l - p u r o m i c i n a
e s  s o l u b l e  en m - c r e s o l  y no se  r e t i e n e  en l o s  m is m o s ) .  2n c o n t r a s t e ,  
en  l o s  r i b o s o m a s  b l o q u e a d o s  p o r  l a  v i o m i c i n a  no h ay  l i b e r a c i o n  de l a s  
c a d e n a s ,  p o r  l o  que e l  n i v e l  de r a d i a c t i v i d a d  p e rm a n ec e  p r a c t i c a m e n t e  
c o n s t a n t e  d u r a n t e  l a  i n c u b a c i o n  con  l a  p u r o m i c i n a .  En e l  c a s o  de l a  
h i g r o m i c i n a  B se  o b s e r v a  que l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  no se  l i b e r a n  r a ­
p i d a m e n t e  de l o s  r i b o s o m a s ,  au nq u e  s i  s e  a p r e c i a  u n a  l e n t a  d i s m i n u c i o n  
de l a  r a d i a c t i v i d a d  a l o  l a r g o  d e l  t i e m p o  de i n c u b a c i o n .  E s t e  r e s u l t a ­
do se  d e b e ,  p r o b a b l e r a e n t e , a  que s i  b i e n  l a  h i g r o m i c i n a  B, d e l  mismo 
modo que l a  v i o m i c i n a ,  r e t i e n e  e l  p e p t i d i l - t R N A  en e l  s i t i o  a c e p t o r ,  
su  a c c i o n  i n h i b i d o r a  no e s  t a n  d r a s t i c a ,  p e r m i t i e n d o  un  l i g e r o  e s c a p e  
de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  a l  s i t i o  P y , en  c o n s e c u e n c i a ,  su  l i b e r a c i o n  
con l a  p u r o m i c i n a .
La F i g u r a  4 . 9  m u e s t r a  l o s  r e s u l t a d o s  de un  e x p e r i m e n t o  s i -  
m i l a s  l l e v a d o  a c abo  en un  s i s t e m a  de s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  a l -  
t a m e n t e  p u r i f i c a d o ,  c o n s t i t u i d o  p o r  r i b o s o m a s  p ro g r a m a d o s  con  p o l i ( U )  
y s u p l e m e n t a d o  con f a c t o r e s  p u r o s  de p o l i m e r i z a c i o n .  Como l a  l o n g i t u d  
m ed ia  de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  s i n t e t i z a d a s  en  e s t e  s i s t e m a  e s  m ener  
que l a  de l a s  c a d e n a s  p o l i m e r i z a d a s  en  e l  s i s t e m a  (mas c r u d o )  d e l  e x ­
p e r i m e n t o  a n t e r i o r ,  se  a n a l i z o  e l  p H ]  p e p t i d i l - p u r o m i c i n a , f o r m a d o  d e s ­
p u é s  d e l  b lo q u e o  de l a  s i n t e s i s  p o r  l o s  t r è s  a n t i b i o t i c o s  e s p e c i f i c a -
























F i g u r a  4 . 9 . -  C i n é t i c a  de l a  f o r m a c i o n  de  Ac P h e - (  P i i e ) ^ ^ ^ - p u r o -  
m i c i n a  en  r i b o s o m a s  b l o q u e a d o s  d u r a n t e  l a  s i n t e s i s  p e p ­
t i d i c a  ( c o n  f a c t o r e s  p u r i f i c a d o s )  p o r  5 0 de  v i o m i c i ­
n a  ( ■ ) ,  0 , 2 3  mM de h i g r o m i c i n a  B (# )  o 0 , 2  mM de t e t r a ­
c i c l i n a  ( □ ) .  E l  e x p e r i m e n t o  s e  l l e v o  a  c abo  como s e  i n -  
d i c a  en  1 1 1 , 4 . 2 .  La s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  a  30^0 s e  d e ­
t e r m i n e  en  a l i c u o t a s  de 15 yUl p o r  p r e c i p i t a c i o n  con  TCA 
c a l i e n t e .
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d o s ,  p o r  e x t r a c c i o n  con a c e t a t o  de e t i l o .  La mayor r e a c t i v i d a d  con l a  
p u r o m i c i n a  se  t r a d u c e ,  en  e s t e  c a s o ,  en  un  aumento  de l a  r a d i a c t i v i ­
dad en e l  s o l v e n t s  o r g a n i c o .  La h i g r o m i c i n a  B, i n h i b e  c l a r a m e n t e  l a  
t r a n s l o c a c i o n  de l a s  c a d e n a s  n a c i e n t e s  a l  s i t i o  d o n a d o r .  Su p o d e r  i n ­
h i b i d o r ,  como en e l  c a s o  a n t e r i o r ,  e s  a l g o  menos p o t e n t e  que e l  de l a  
v i o m i c i n a .
E l  mismo r e s u l t a d o  se  o b tu v o  a l  e s t u d i a r  l a  p o s i c i o n  de l a s
/
c a d e n a s  n a c i e n t e s  en e l  b l o q u e o  de un  s i s t e m a  de s i n t e s i s  mas l i s i o l ô -  
g i c o ,  c o n s t i t u i d o  p o r  p o l i s o m a s  e n d o g e n o s  de S.  c o l i  s u p l e m e n t a d o s  con 
e x t r a c t o  SlOO y l o s  v e i n t e  a m i n o â c i d o s  no m a rc a d o s  r a d i a c t i v a m e n t e .
En l a  F i g u r a  4 . 1 0  se  o b s e r v a  que l a s  c a d e n a s  p o l i s o m a l e s  n a c i e n t e s  de 
un  c o n t r o l  de s i n t e s i s  s i n  a n t i b i o t i c o  o de p o l i s o m a s  b l o q u e a d o s  p o r  
l a  t e t r a c i c l i n a ,  r e a c c i o n a n  r a p i d a m e n t e  ( e n  menos de 1 min de i n c u b a ­
c i o n )  co n  l a  p u r o m i c i n a  a f i a d id a  a  l a  m e z c l a  de i n c u b a c i o n  d e s p u e s  
d e l  b l o q u e o  (o no)  de l a  s i n t e s i s .  P o r  e l  c o n t r a r i o ,  en  p o l i s o m a s  I n -  
h i b i d o s  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B, t a n  s o l o  l a  m i t a d  de l a s  c a d e n a s  n a c i e n ­
t e s  r e a c c i o n a n  con  [ ^ h ] p u r o m i c i n a  r a p i d a m e n t e .  Desconocemos c u a l  e s  l a  
r a z o n  de e s t a  r e a c c i o n  i n i c i a l  q u e ,  p o r  o t r a  p a r t e ,  t a m b i e n  se  h a  o b -  
s e r v a d o  en  p o l i s o m a s  b l o q u e a d o s  p o r  l a  v i o m i c i n a  ( M o d o l e l l  y V a zq u e z ,  
1 9 7 7 ) .
Los d a t o s  o b t e n i d o s  en e s t o s  e x p e r i m e n t o s ,  l l e v a d o s  a cabo  
en  t r è s  s i s t e m a s  de s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  en  l o s  que p r e v i a m e n t e  h a -  
b iam os  o b s e r v a d o  l a  a c c i o n  i n h i b i d o r a  de l a  h i g r o m i c i n a  B ( F i g u r a s  4 . 1  
y 4 . 2 ) ,  p a r e c e n  i n d i c a r  que d i c h o  a n t i b i o t i c o  e s  un  buen  i n h i b i d o r  de 
l a  t r a n s l o c a c i o n  e n z i m â t i c a .  Su i n t e r f e r e n c i a  con  e s t a  e t a p a  d e l  c i c l o  
de p o l i m e r i z a c i o n  p a r e c e  s e r  l a  r e s p o n s a b l e ,  a l  menos en  p a r t e ,  de su  
e f e c t o  i n h i b i d o r  en  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .
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F i g u r a  4 . 1 0 , -  C i n é t i c a  de f o r m a c i o n  de p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  en  po ­
l i s o m a s  e n d o g e n o s  que e s t a n  s i n t e t i z a n d o  a c t i v a m e n t e  (0 )  
y  en  l o s  b l o q u e a d o s  d u r a n t e  l a  s i n t e s i s  p e p t i d i c a  p o r  
0 , 1 3  mM de h i g r o m i c i n a  B ( • )  6 0 , 1 8  mM de t e t r a c i c l i n a  
( □ ) .  E l  e x p e r i m e n t o  se  l l e v o  a  cab o  como se  i n d i c a  en
I I I . 4 . 1 ,  en  m e z c l a s  de  r e a c c i o n  de  1 0 0 - 1 6 0 ^ u l  que se  i n ­
c u b a r o n  6 min a  3 4 ^ 0 ,  a n t e s  de l a  a d i c i o n  de l o s  a n t i ­
b i o t i c o s .
- 1 0 1 -
I V . 1 . 6 .  Mecanismo de l a  i n h i b i c i o n  de l a  t r a n s l o c a c i o n  r i b o s o m i c a  
c o r  l a  h i g r o m i c i n a  B
P a r a  o b t e n e r  u n a  mayor  i n f o r m a c i o n  s o b r e  e l  mecanismo p o r  
e l  c u a l  l a  h i g r o m i c i n a  B i n h i b e  e l  p r o c e s o  de t r a n s l o c a c i o n ,  e s t u d i a ­
mos e l  e f e c t o  d e l  a n t i b i o t i c o  en u n a  s e r i e  de r e a c c i o n e s  p a r c i a l e s  
que nos  dan  c u e n t a  de l a s  i n t e r a c c i o n e s  d e l  f a c t o r  G ( r e s p o n s a b l e  de 
l a  t r a n s l o c a c i o n )  con  e l  r i b o s o m a ;  t a m b i e n  en sayam os  l a  a c c i o n  d e l  a n ­
t i b i o t i c o  en  o t r a s  r e a c c i o n e s  i m p l i c a d a s  de a l g u n a  fo rm a  en e l  p r o c e ­
so de t r a n s l o c a c i o n .
I V . 1 . 6 . 1 .  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en l a  s i n t e s i s  no e n z i m a t i c a  
de p o l i f e n i l a l a n i n a
P r i m e r a m e n t e  i n v e s t i g a m o s  s i  e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  de l a  h i ­
g r o m i c i n a  B s o b r e  l a  t r a n s l o c a c i o n  se  d e b i a  a  u n a  i n t e r a c c i o n  d i r e c t a  
d e l  a n t i b i o t i c o  s o b r e  e l  r i b o s o m a  o s i ,  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  e r a  d e b i d o  
a i n t e r f e r e n c i a s  con  l a  f u n c i o n  d e l  f a c t o r  de p o l i m e r i z a c i o n  G. P a r a  
e l l o ,  e s t u d i a m o s  e l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B, a  v a r i a s  c o n c e n t r a c i o ­
n e s ,  en  l a  s i n t e s i s  no e n z i m a t i c a  de p o l i f e n i l a l a n i n a .
En un  s i s t e m a  de s i n t e s i s  de r i b o s o m a s  d i r i g i d o s  p o r  p o l i ( U )  
puede  t e n e r  l u g a r ,  a u nq u e  muy l e n t a m e n t e ,  l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a ­
n i n a  en a u s e n c i a  de f a c t o r e s  de p o l i m e r i z a c i o n  y GTP ( G a v r i l o v a  y S p i -  
r i n ,  1971 ;  G a v r i l o v a  y c o l s . ,  1 9 7 4 ) .  E s t a  s i n t e s i s  no e n z i m a t i c a  se  
e s t i m u l a  p o r  l a  a d i c i o n  de un  r e a c t i v o  de l o s  g r u p o s  s u l f h i d r i l o ,  e l  
p - c l o r o - r a e r c u r i b e n z o a t o  ( G a v r i l o v a  y S p i r i n ,  1 9 7 1 ) .
- 1 0 2 -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con  l a  h i g r o m i c i n a  B en e s t e  s i s ­
tem a  de s i n t e s i s  se  m u e s t r a n  en l a  T a b l a  4 . I . E l  a n t i b i o t i c o , a  l a s  t r è s  
c o n c e n t r a c i o n e s  u s a d a s ,  i n h i b e  f u e r t e m e n t e  (mas d e l  90%) l a  s i n t e s i s  
no e n z i m a t i c a  de p o l i f e n i l a l a n i n a ,  Como en  e x p e r i m e n t o s  p r e v i o s  h a b i a -  
mos comprobado  que l a  f i j a c i o n  no e n z i m â t i c a  d e l  a m in o a c i l - tR N A  no se  
a f e c t a b a  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B, e l  e f e c t o  o b s e r v a d o  en l a  s i n t e s i s  no 
e n z i m â t i c a  e s ,  p r o b a b l e m e n t e , d e b i d o  a su  a c c i o n  en e l  p r o c e s o  de 
t r a n s l o c a c i o n ,  e i n d i c a  que d i c h o  a n t i b i o t i c o  no r e q u i e r e  l a  p r e s e n c i a  
d e l  f a c t o r  de p o l i m e r i z a c i o n  G p a r a  su  a c c i o n  i n h i b i d o r a .
I V . 1 . 6 . 2 .  A u s e n c ia  de e f e c t o  de l a  c o n c e n t r a c i o n  de EF-G en l a  i n ­
h i b i c i o n  de l a  t r a n s l o c a c i o n  p o r  e l  a n t i b i o t i c o
La no d e p e n d e n c i a  d e l  f a c t o r  G p a r a  l a  i n h i b i c i o n  de l a  
t r a n s l o c a c i o n  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B, se  p u so  p o s t e r i o r m e n t e  de m a n i -  
f i e s t o  cuando  e s t u d i a m o s  e l  e f e c t o  de c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  d e l  
f a c t o r  en  l a  i n h i b i c i o n  de l a  t r a n s l o c a c i o n  de AcPhe-tRNA . E s t e  e n ­
s a y o  se  l l e v o  a cab o  con  r i b o s o m a s  a  l o s  que se  h a b i a  f i j a d o , n o  e n z i -  
m â t i c a m e n te ,N - A c  [^^cj Phe-tRNA en e l  s i t i o  A y p o s t e r i o r m e n t e  se  t r a n s -  
l o c ô  a l  s i t i o  P en  p r e s e n c i a  de EF-G y GTP e h i g r o m i c i n a  B, cuando  se  
i n d i q u e .  La F i g u r a  4 . 1 1  m u e s t r a  que e l  aum en to  en  l a  c o n c e n t r a c i o n  de 
E F - G , ' h a s t a  a p ro x im a d a m e n te  u n a  c o n c e n t r a c i o n  de 75 y*g/ml d e l  f a c t o r ,  
e s t i m u l a  l a  t r a n s l o c a c i o n ,  p e r o  no a f e c t a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  i n h i ­
b i c i o n  de l a  misma p o r  e l  a n t i b i o t i c o ,  a l a s  d o s  c o n c e n t r a c i o n e s  u s a d a s  
(8 y  80 yuM). En c o n s e c u e n c i a ,  podemos c o n c l u i r  que l a  h i g r o m i c i n a  B, 
a  d i f e r e n c i a  de o t r o s  a n t i b i o t i c o s  c l a s i c a m e n t e  c o n s i d e r a d o s  i n h i b i d o -
- 1 0 3 -
T a b l a  4 . I . -  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en  l a  s i n t e s i s  no e n z i m a t i c a  
de p o l i f e n i l a l a n i n a .
M ezc la  de r e a c c i o n ^H [ P h ^  i n c o r p o r a t e  
(pmol/Ag^Q r i b o s o m a s )
^ I n h i b i c i o n
C o n t r o l 4 , 3 0
^ H i g r o m i c i n a  B 16 >^uM 0 , 2 5 94
-►Higromicina B 80 jjM 0 , 3 2 93
■►Higromicina B 0 , 4  mM 0 , 2 2 95
La s i n t e s i s  no e n z i m a t i c a  de p o l i f e n i l a l a n i n a  se  l l e v o  a  
cabo  como s e  d e s c r i b e  en e l  a p a r t a d o  I I I . 3 . 2 . ,  en  a u s e n c i a  y en  p r e ­
s e n c i a  d e l  a n t i b i o t i c o  a  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  i n d i c a d a s .  Los c o n t r ô ­
l e s  o b t e n i d o s  en m e z c l a s  p a r a l e l a s  s i n  p o l i ( U ) ,  0 , 3 8  pmol de 
[ ^ ^ P h e / A g g Q  de r i b o s o m a s ,  se  r e s t a r o n  de l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s .
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F i g u r a  4 . 1 1 . -  E f e c t o  de l a  c o n c e n t r a c i o n  de EF-G en  l a  i n h i b i c i o n  de 
l a  t r a n s l o c a c i d n  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B, La t r a n s l o c a c i d n  
d e l  Ac Phe-tRNA d e p e n d i e n t e  de EF-G y de GTP, se  r e a -  
l i z d  como s e  i n d i c a  en  e l  a p a r t a d o  I I I . 2 . 2  en  m e z c l a s  
de r e a c c i d n  de 20 yul, que s e  i n c u b a r o n  4 min a  3090 en 
a u s e n c i a  (0 )  o en  p r e s e n c i a  de l a  h i g r o m i c i n a  B a  l a  
c o n c e n t r a c i d n  de 8 M (# )  y  80 M ( ■ ) .  En e s t e  e x p e r i ­
mento  s e  i n c u b d  p r e v i a m e n t e  e l  GTP en  un  s i s t e m a  r é g é ­
n é r a n t e  de e n e r g i a .  Un c o n t r o l  s i n  EF-G s i n t e t i z d  1 , 8  
pmol de A c ^ ^ c j P h e - p u r o m i c i n a / A g ^ Q  de r i b o s o m a s ,  v a l o r  
que s e  s u s t r a j o  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s .
- 1 0 5 -
r e s  de t r a n s l o c a c i d n  ( â c i d o  f u s i d i c o  y d e r i v a d o s ) ,  no i n h i b e  l a  t r a n s ­
l o c a c i d n  e n z i m a t i c a  p o r  a t r a p a m i e n t o  d e l  EF-G s o b r e  r i b o s o m a s ,  ya  que 
un  e x c e s o  d e l  f a c t o r  ( h a s t a  0 , 2 4  mg/ml) no r e v i e r t e  l a  a c c i o n  i n h i b i ­
d o r a  d e l  a n t i b i o t i c o .
I V . 1 . 6 . 3 .  C a r e n c i a  de e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en  l a  i n t e r a c c i d n
/
d e l  EF-G con e l  r i b o s o m a
D e c id im o s  c o r r o b o r a r  l a  no i m p l i c a c i d n  d e l  EF-G en l a  i n -
h i b i c i d n  de l a  t r a n s l o c a c i d n  p o r  h i g r o m i c i n a  B, e xam inando  su  p o s i b l e
e f e c t o  en  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  EF-G, g u a n o s i n  n u c l e o t i d o  y r i b o s o m a .  
Como y a  ap un ta m o s  en  e l  c a p i t u l o  de I n t r o d u c c i d n  ( a p a r t a d o  I . 1 . 3 . 3 )  
e l  f a c t o r  G i n t e r a c c i o n a  con  e l  r i b o s o m a  en a u s e n c i a  de RNA m e n s a j e r o  
y d e l  a m i n o a c i l - t R N A ,  e s t i m u l a n d o  l a  h i d r d l i s i s  c a t a l i t i c a  de GTP. 
E s t a  a c t i v i d a d  G T P a s ic a  se  h a  den o m in ad o  GTPasa d e s a c o p l a d a  p o r  no es- 
t a r  l i g a d a  a l  p r o c e s o  de t r a n s l o c a c i d n .  P o r  o t r a  p a r t e ,  en  p r e s e n c i a  
d e l  â c i d o  f u s i d i c o  l a  i n t e r a c c i d n  e n t r e  EF-G, GTP y r i b o s o m a  c o n d u c e ,  
t r a s  l a  h i d r d l i s i s  de GTP,a  GDP mâs P i ,  a  l a  f o r m a c i d n  de un  c o m p le jo  
e s t a b l e  GDP»EF-G*ribosoma*âc.  f u s i d i c o  f a c i l m e n t e  d e t e c t a b l e .
Comprobamos e l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en e s t o s  d o s  s i s ­
t e m a s  m o d e l o s , y  l o s  r e s u l t a d o s  se  m u e s t r a n  en l a  T a b l a  4 . I I .  La h i g r o ­
m i c i n a  B, a  l a  c o n c e n t r a c i d n  de 80 yu>l ( a  l a  c u a l  e l  80% de l a  t r a n s l o ­
c a c i d n  e s t â  i n h i b i d a  como se  o b s e r v a  en l a  F i g u r a  4 . 1 )  c a r e c e  de e f e c ­
t o ,  t a n t o  en l a  GTPasa d e s a c o p l a d a  d e p e n d i e n t e  de EF-G y r i b o s o m a s ,  
como en  l a  f o r m a c i d n  d e l  c o m p l e j o  c u a t e r n a r i o  e s t a b l e  GDP»EF-G*ri­
b o so m a .âc .  f u s i d i c o .
—106—
T a b l a  4 . I I . -  A u s e n c i a  de e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en l a  f o r m a c i o n  
de G D P«E F-G *r ibosom a*âc ido  f u s i d i c o  y en l a  h i d r o -
l i s i s  de GTP d e p e n d i e n t e  de EF-G y r i b o s o m a s .
M e z c la  de r e a c c i o n [^ h] gDP f i j a d o  GTP h i d r o l i z a d o
m o l ë c u l a s / r i b o s o m a s
C o n t r o l 0 , 5 3 181
+ H i g r o m i c i n a  B 80 jJK 0 , 5 2 176
Los e x p e r i m e n t o s  s e  l l e v a r o n  a  c ab o  como s e  d e s c r i b e  en  
M ëtodos  ( a p a r t a d o s  I I I . 8 y  I I I . 7 ,  r e s p e c t i v a m e n t e ) . En l a  f o r m a c i o n  
d e l  c o m p l e j o  c u a t e r n a r i o  s e  r e s t o  a  l o s  r e s u l t a d o s  e l  v a l o r  o b t e n i ­
do en  u n a  m e z c l a  p a r a l e l a  s i n  EF-G ( 0 , 1 3  m o l ë c u l a s  de p H ] G D P / r i b o -  
s o m a ) ,
- 1 0 7 -
Un r e s u l t a d o  s i m i l a r  s e  o b tu v o  a l  e s t u d i a r  e l  i n t e r c a m b i o  
de n u c l e o t i d o s  de g u a n o s i n a ,  c o n c r e t a m e n t e  e l  de GDP, en e l  c o m p le jo  
[^h] GDP«EF-G*ribosoma«ac f u s i d i c o .  S i  u t i l i z a m o s  e l  n u c l e o t i d o  i s o t o -  
p i c a m e n t e  m arcado  p a r a  f o r m a r  e l  c o m p le jo  c u a t e r n a r i o ,  podemos e s t i -  
mar l a  r e v e r s i b i l i d a d  d e l  mismo a h a d i e n d o  a l  c o m p l e j o , u n a  v e z  fo rm a d o ,  
un  e x c e s o  de  n u c l e o t i d o  l i b r e  no r a d i a c t i v o .  E l  i n t e r c a m b i o  o c u r r e  v i a  
un  c o m p l e j o  b i n a r i o  GDP'EF-G (B a c a  y c o l s . ,  1976 ;  G i r b e s  y c o l s . ,1 9 7 7 )  
e l  c u a l  , a  d i f e r e n c i a  d e l  c o m p l e j o  c u a t e r n a r i o ,  no se  r e t i e n e  en  l o s  
f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a ,  p o r  t a n t o  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  n u c l e o t i d o  
m arcad o  d e l  c o m p l e j o  se  d e t e c t a  p o r  u n a  d i s m i n u c i o n  de l a  r a d i a c t i v i ­
dad a s o c i a d a  a l o s  r i b o s o m a s .  En l a  F i g u r a  4 .1 2  se  o b s e r v a  que l a  h i ­
g r o m i c i n a  B a  l a  c o n c e n t r a c i o n  de 8 0 yuM no a f e c t a  s e n s i b l e m e n t e  e l  i n ­
t e r c a m b i o  de P h] GDP en e l  c o m p l e j o  c u a t e r n a r i o ,  e s  d e c i r ,  no t i e n e  
e f e c t o  s o b r e  l a  e s t a b i l i d a d  d e l  mismo.
De l o s  r e s u l t a d o s  h a s t a  a q u i  o b t e n i d o s ,  s e  d e d u j o  que l a  
h i g r o m i c i n a  B i m p e d i a  l a  t r a n s l o c a c i o n  s i n  i n t e r f e r i r  con  e l  f a c t o r  G 
o s u  f u n c i o n .  Quedaba  p u e s  p o r  e l u c i d a r  e l  modo de a c c i o n  d e l  a n t i b i o ­
t i c o .  Dado que e l  p r o c e s o  de t r a n s l o c a c i o n  c o n l l e v a  e l  m o v im ie n to  d e l  
p e p t i d i l - t R N A  de un  s i t i o  r i b o s o m i c o  a o t r o ,  pensam os  que q u i z a s  e l  
a n t i b i o t i c o  p u d i e r a  i n t e r f e r i r  c o n  e s t e  m o v i m i e n t o , b i e n  b l o q u e a n d o  l a  
s a l i d a  d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  A o su  e n t r a d a  en e l  P.
I V . 1 . 6 . 4 .  A c c io n  de l a  h i g r o m i c i n a  B en e l  m o v im ie n to  d e l  p e p t i d i l -  
-tRNA
P a r a  c o m p ro b a r  s i  e l  a n t i b i o t i c o  i m p e d i a  l a  e n t r a d a  de l a
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TIEMPO (min)
F i g u r a  4 . 1 2 . -  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en  e l  i n t e r c a m b i o  de GDP
en e l  c o m p l e j o  G D P .E F - G - r ib o s o m a -â c .  f u s i d i c o .  E l  
e x p e r i m e n t o  s e  r e a l i z e  como se  d e s c r i b e  en  I I I . 9 ,  en 
a u s e n c i a  (0 )  o en  p r e s e n c i a  de 8 0 l^lM de h i g r o m i c i n a  B 
( • ) .  E l  v a l o r  o b t e n i d o  en  u n a  m e z c l a  de  r e a c c i o n  p a r a ­
l e l a  s i n  EF-G ( 0 , 0 3  m o l ë c u l a s  de G D P/r ib o som a)  se  
r e s t o  de  l o s  r e s u l t a d o s .
—109“
c a d e n a  p e p t i d i c a  en  e l  s i t i o  F, examinamos s i  en su  p r e s e n c i a  e l  s i -  
t i o  d o n a d o r  d e l  r i d o s o m a  e s  c a p a z  de f i j a r  N - A c [ ^ ^ ^ F h e - tR N A ^ ^ ^ ,  un 
a n a l o g o  d e l  p e p t i d i l - t R N A  c u y a  t r a n s l o c a c i o n  e s  e i i c i e n t e m e n t e  i n h i -  
b i d a  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B ( F i g u r a  4 . 6 ) .  A a l t a  c o n c e n t r a c i o n  de Mg"^ 
( e n t r e  15 y 20 mM) e s t e  l i g a n d o  se  f i j a  no e n z i m a t i c a m e n t e  en  e l  s i ­
t i o  A, p e r o  a  l a  c o n c e n t r a c i o n  de 6 mM se  s i t u a , p r e f e r e n t e m e n t e ,  en  
e l  P (W a tan a b e ,  1 9 7 2 ) ,  l o  c u a l  e s  f a c i l m e n t e  c o m p r o b a b le  p o r  l a  r e a c -  
c i o n  con  l a  p u r o m i c i n a .
La T a b l a  4 . I l l  m u e s t r a  que l a  h i g r o m i c i n a  B no m o d i f i c a  l a  
f i j a c i o n  de N-Ac Phe-tRNA a  l o s  r i b o s o m a s ,  m ed id a  p o r  f i l t r a c i o n  
a t r a v e s  de f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a ,  y que d i c h a  f i j a c i o n ,  a l  i g u a l  
que en e l  c o n t r o l  s i n  a n t i b i o t i c o ,  o c u r r e  en  e l  s i t i o  P p u e s t o  que 
t o d o  e l  co m p u e s to  f i j a d o  r e a c c i o n a  con l a  p u r o m i c i n a .
La o t r a  p o s i b i l i d a d ,  a n t e r i o r m e n t e  m e n c io n a d a ,  l a  i n t e r f e -  
r e n c i a  de l a  h i g r o m i c i n a  B con  l a  s a l i d a  d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  
a c e p t o r ,  l a  a n a l i z a m o s  e n s a y a n d o  e l  e f e c t o  d e l  a n t i b i o t i c o  en e l  d e s -  
p r e n d i m i e n t o  d e l  N-Ac Phe-tRNA^^® d e l  s i t i o  A , i n d u c i d o  a l  d i s m i -
n u i r  d r a s t i c a m e n t e  l a  c o n c e n t r a c i o n  de i o n e s  NH^ de l a  m e z c la  de r ea c -  
c i o n .  Los t r a b a j o s  de W atanabe  (1 9 7 2 )  d e m o s t r a b a n  que l a  i n c u b a c i o n  
d e l  c o m p le jo  A c P h e - tR N A * r ib o so m a * p o l i (U )  a  b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de 
NH^, d a b a  l u g a r  a  l a  s a l i d a  d e l  AcPhe-tRNA d e l  s i t i o  r i b o s o m i c o  A, En 
l a  T a b l a  4 . IV se  m u e s t r a  e l  r e s u l t a d o  de e s t e  e x p e r i m e n t o .  En e l  c o n ­
t r o l  s i n  a n t i b i o t i c o  o b se rv a m o s  que a l  b a j a r  l a  c o n c e n t r a c i o n  d e l  i o n  
NH^ de 40 mM a 5 mM, m e d i a n t e  d i l u c i o n  de l a  m u e s t r a  en  un  tampon que 
c a r e c e  de d i c h o  i o n ,  mas d e l  60% d e l  AcPhe-tRNA f i j a d o  se  d e s p r e n d e  
d e l  r i b o s o m a .  La p r e s e n c i a  de l a  h i g r o m i c i n a  B a  l a  c o n c e n t r a c i o n  de 
70 jM  i n h i b e  de m an e ra  a p r e c i a b l e  e s t e  d e s p r e n d i m i e n t o .  E s t e  r é s u l t a -
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T a b l a  4 . I I I . -  A u s e n c i a  de e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en  f i j a c i o n  no 
e n z i m a t i c a  de Ac [^^c] Phe-tRNA a l  s i t i o  r i b o s o m i c o  P.
M e zc la  de r e a c c i o n Ac Phe-tRNA
f i j a d o  r e a c t i v o  con  p u r o m i c i n a
pmol/Ag^Q r i b o s o m a s
C o n t r o l
t H i g r o m i c i n a  B 80 jjiM
3 , 1 5  3 , 5  
3 , 3 3  3 , 9
La r e a c c i o n  se  l l e v o  a  cabo  en  m e z c l a s  de 20 que c o n -  
t e n i a n :  NH^Cl 17 mM, KOI 51 mM, T r i s - H C l  (pH 7 , 8 )  13 mM, MgAc^ 6 mM, 
DTT 1 mM, 2 0 , 5  u n i d a d e s  o p t i c a s  de  r i b o s o m a s  c o m p l e j a d o s  con  p o l i ( U ) ,  
Ac Phe-tRNA 0 , 1 5 yoM e h i g r o m i c i n a  B cu an do  se  i n d i q u e .  D esp u é s  
de  i n c u b a r  15 min a  302C, s e  a n a l i z d  e l  Ac Phe-tRNA f i j a d o  a  l o s  
r i b o s o m a s  en  l a  m i t a d  de l a s  m e z c l a s  de r e a c c i o n  ( a p a r t a d o  I I I . l . l . ) ;  
l a s  o t r a s  m e z c l a s  s e  s u p l e m e n t a r o n  con  1 JUI de p u r o m i c i n a  5 mM y se  
p r o s i g u i o  l a  i n c u b a c i o n  d u r a n t e  10 m in ,  d e t e r m i n â n d o s e  e l  Ac P h e -  
- p u r o m i c i n a  s i n t e t i z a d o  p o r  e x t r a c c i o n  co n  a c e t a t o  de e t i l o  ( a p a r t a d o
I I I . 2 . 2 . ) .
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T a b l a  4 . I V . -  E f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B e n  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  
Ac [^^c]Phe- tRN A de l o s  r i b o s o m a s ,  i n d u c i d o  a l  d i s m i -  
n u i r  l a  c o n c e n t r a c i o n  de i o n e s  NH^.
I n c u b a c i o n  
a  5 mM de Nh J
H i g r o m i c i n a  B Ao Phe-tRNA 
f i j a d o
D e s p r e n d i m i e n t o
%
min )M
0 0 8 , 0 —
10 0 3 , 1 6 1 ,3
10 70 6 , 2 2 2 , 5
E l  e x p e r i m e n t o  se  r e a l i z o  como s e  e s p e c i f i c a  en e l  a p a r t a ­
do I I I . 1 0 .  Las  m e z c l a s  de r e a c c i o n  de 5 yvl,  s e  d i l u y e r o n  h a s t a  40 y X  
con  u n a  s o l u c i o n  tam pon c a r e n t e  d e l  idn^NH^ q u e ,  cu and o  se  i n d i c a ,  
c o n t e n i a  l a  h i g r o m i c i n a  B.
- 1 1 2 -
do ,  aunque  d i f i c i l  de i n t e r p r e t a r  p u e s t o  que se  d e s c o n o c e  e l  m e c a n i s -  
mo de s a l i d a  d e l  AcPhe-tRNA en l a s  c o n d i c i o n e s  i n d i c a d a s ,  s u g i e r e  que 
l a  h i g r o m i c i n a  B i n t e r f i e r e  con  e l  m o v im ie n to  d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  
s i t i o  r i b o s o m i c o  A a l  P, i m p i d i e n d o  su  s a l i d a  d e l  s i t i o  A* D ic h a  i n t e r -  
f e r e n c i a  p o d r i a  s e r  d e b i d a  a  un  im p e d im e n to  e s t e r i c o  p o r  e l  a n t i b i o t i ­
co o b i e n  a  que l a  f i j a c i o n  de e s t e  u l t i m o  a l  r i b o s o m a , i n d u z c a  un cam- 
b i o  c o n f o r m a c i o n a l  o d i s t o r s i o n  en  e l  mismo, que d i f i c u l t e  e l  l i b r e  
m o v im ie n to  de l a  c a d e n a  p e p t i d i c a .
I V . 1 , 7 .  D i s c u s i o n
Hemos o b s e r v a d o  que e l  a n t i b i o t i c o  a m i n o g l i c o s i d i c o  h i g r o ­
m i c i n a  B i n h i b e  e f i c i e n t e m e n t e  e l  c i c l o .  de  p o l i m e r i z a c i d n  de l a  s i n -  
t e s i s  p r o t e i c a ,  e s t u d i a d o  en d i s t i n t o s  s i s t e m a s  de s i n t e s i s  i n  v i t r o  
d i r i g i d o s  p o r  RNA m e n s a j e r o s  s i n t e t i c o s  o n a t u r a l e s  ( F i g u r a s  4 . 1  y 4 . 2 )  
Al i n v e s t i g a r  e l  e f e c t o  de e s t e  a n t i b i o t i c o  en l a s  r e a c c i o n e s  p a r c i a -  
l e s  d e l  c i c l o ,  hemos e n c o n t r a d o  que l a  h i g r o m i c i n a  B i n h i b e  l a  t r a n s ­
l o c a c i o n  d e p e n d i e n t e  d e l  f a c t o r  G y GTP, d e l  AcPhe-tRNA o d e l  p e p t i d i l -  
-tRNA ( F i g u r a s  4 . 1 ,  4 . 7  y 4 . 6 ) ,  c a r e c i e n d o  de e f e c t o  i n h i b i d o r  en o t r a s  
e t a p a s  de l a  p o l i m e r i z a c i d n  como l a  f i j a c i d n  d e l  a m in o a c i l - tR N A  y l a  
f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  ( F i g u r a s  4 . 4  y 4 . 5 ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  
cu ando  se  a n a d e  l a  h i g r o m i c i n a  B a  s i s t e m a s  i n  v i t r o  que e s t a n  s i n t e -  
t i z a n d o  p o l i p e p t i d o s  a c t i v a m e n t e ,  b l o q u e a  i n m e d i a t a m e n t e  l a  s i n t e s i s  
y r e t i e n e  a l  p e p t i d i l - t R N A  en u n a  p o s i c i d n  no r e a c t i v a  con p u r o m i c i n a ,  
e s  d e c i r ,  en e l  s i t i o  a c e p t o r ,  l o  c u a l  i n d i c a  que e l  a n t i b i d t i c o  e s  
un  i n h i b i d o r  de l a  t r a n s l o c a c i d n  y que su  i n t e r f e r e n c i a  con  e s t e  p r o -
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c e s o  j u e g a  un  p a p e l  f u n d a m e n t a l  en  su  m écan ism e de i n h i b i c i o n  de l a  
s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a ,
E l  modo de a c c i o n  de l a  h i g r o m i c i n a  3 en l a  i n h i b i c i o n  de 
l a  t r a n s l o c a c i d n  p r é s e n t a  g r a n d e s  s e m e j a n z a s  con e l  d e l  a n t i b i d t i c o  
v i o m i c i n a ,  o t r o  i n h i b i d o r  de l a  t r a n s l o c a c i d n  con e s t r u c t u r a  q u i m i c a  
muy d i f e r e n t e  ( L i o u  y T a n a k a ,  1976 ;  M o d o l e l l  y V a z q u e z ,  1 9 7 7 ) .  Ambos 
a n t i b i d t i c o s  a c t u a n  en e l  r i b o s o m a ,  p u e s t o  que i n h i b e n  f u e r t e m e n t e  l a  
s i n t e s i s  no e n z i m a t i c a  de p o l i f e n i l a l a n i n a  e im p id e n  l a  s a l i d a  d e l  
AcPhe-tRNA d e l  s i t i o  r i b o s d m i c o  A, i n d u c i d a  a l  b a j a r  l a  c o n c e n t r a c i d n  
de i o n e s  NH^. A c o n c e n t r a c i o n e s  e f e c t i v a s  en  l a  i n h i b i c i d n  de l a  t r a n s -  
l o c a c i d n ,  no i n t e r f i e r e n  con  l a s  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  e l  EF-G, e l  n u -  
c l e o t i d o  de g u a n o s i n a  y e l  r i b o s o m a  ya  que n i n g u n o  de l o s  dos  a n t i b i ô -  
t i c o s  a f e c t a  l a  h i d r d l i s i s  de GTP d e p e n d i e n t e  de G y de r i b o s o m a s  ( d e -  
s a c o p l a d a  de t r a n s l o c a c i d n ) ,  n i  l a  f o r m a c i d n  d e l  c o m p le jo  e s t a b l e  GDP*
• E F-G * r ib o so m a* âc .  f u s i d i c o .  E s t o s  r e s u l t a d o s  p a r e c e n  i n d i c a r  que am­
bos c o m p u e s to s  i n h i b e n  l a  t r a n s l o c a c i d n  p o r q u e  i n t e r f i e r e n  co n  e l  mo­
v i m i e n t o  d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  A a l  P, i m p i d i e n d o  su  s a l i d a  d e l  
s i t i o  a c e p t o r .  S i n  em bargo ,  l a  v i o m i c i n a  e s  un  i n h i b i d o r  mas p o t e n t e  
que l a  h i g r o m i c i n a  B, t a l  como se  o b s e r v a  en l a s  F i g u r a s  4 . 8  y 4 . 9 .
Nos p a r e c e  s o r p r e n d e n t e  e n c o n t r a r  t a i e s  s e m e j a n z a s  en  e l  m ecanism o de 
i n h i b i c i d n  de l a  t r a n s l o c a c i d n  e n t r e  dos  a n t i b i d t i c o s  q u im ic a m e n te  
t a n  d i f e r e n t e s ,  p u e s t o  que l a  h i g r o m i c i n a  B e s  un  a m i n o g l i c o s i d i c o  ( s u  
e s t r u c t u r a  q u i m i c a  se  m u e s t r a  en l a  F i g u r a  1 . 5 )  y l a  v i o m i c i n a  e s  un  
p e p t i d o  f u e r t e m e n t e  b a s i c o  ( G l a s b y ,  1 9 7 6 ) .  E l  c o m p o r t a m i e n t o  de e s t o s  
dos  a n t i b i d t i c o s  en  l a  i n h i b i c i d n  de l a  t r a n s l o c a c i d n  d i f i e r e  b a s t a n -  
t e  d e l  de o t r o s  d o s  g r u p o s  de a n t i b i d t i c o s  ( e l  g r u p o  d e l  â c i d o  f u s i d i ­
co y e l  d e l  t i o s t r e p t o n ,  s i o m i c i n a  y t i o p e p t i n a )  que se  h a n  d e s c r i t o
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como i n h i b i d o r e s  de l a  t r a n s l o c a c i o n  en  a l g u n o s  s i s t e m a s  i n  v i t r o  
(V a z q u e z ,  1978 ) .  Los a n t i b i d t i c o s  d e l  t i p o  f u s i d a t o  s o l o  i n h i b e n  l a  
t r a n s l o c a c i d n  en s i s t e m a s  en  que EP-G e s t a  p r e s e n t e  en  c a n t i d a d e s  c a -  
t a l i t i c a s ,  y s u  a c c i d n  se  d e b e  a l  a t r a p a m i e n t o  d e l  f a c t o r  en l a  fo rm a  
de c o m p l e j o s :  GDP*EP-G*ribosoma*ac.  f u s i d i c o . En s i s t e m a s  con  un  e x c e -  
so  de EF-G o i n  v i v o , su  e f e c t o  i n h i b i d o r  en  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  
se  debe  a  l a  i n t e r f e r e n c i a  con  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  f a c t o r  G d e l  r i ­
bosoma d e s p u e s  de o c u r r i d a  l a  t r a n s l o c a c i d n  y , c o n s e c u e n t e m e n t e , a  l a  
i n h i b i c i d n  de l a  f i j a c i d n  d e l  a m i n o a c i l - t R N A .  P o r  su  p a r t e ,  e l  t i o t r e p *  
t o n ,  l a  s i o m i c i n a  y l a  t i o p e p t i n a  i n h i b e n  t a n t o  l a  i n t e r a c c i d n  d e l  f a c ­
t o r  G con  e l  r i b o s o m a ,  como l a  f i j a c i d n  d e l  a m i n o a c i l - t R N A .
O t r a  c u e s t i d n  de i n t e r e s  sup o ne  e l  d e s c u b r i m i e n t o  de que 
l a  i n h i b i c i d n  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B de l a  t r a n s l o c a c i d n  r i b o s d m i c a  y 
l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a ,  o c u r r e  s i m u l t a n e a m e n t e  con  l a  i n d u c c i d n  de 
e r r o r e s  en l a  l e c t u r a  d e l  m e n s a j e r o  ( m e d id a  p o r  l a  i n c o r p o r a c i d n  de 
s e r i n a ) . E f e c t i v a m e n t e ,  s i  comparâmes l a s  F i g u r a s  4 . 2  y 4 . 8 ,  ob ­
s e rv a m o s  que en e l  mismo s i s t e m a , 0 , 2 4  mM de h i g r o m i c i n a  B i n h i b e  l a  
i n c o r p o r a c i d n  de [^h ] f e n i l a l a n i n a ,  p o r  i m p e d i r  l a  t r a n s l o c a c i d n  de l a  
c a d e n a  p e p t i d i c a ,  y e s t i m u l a  l a  de  [^^c] s e r i n a .  E s t o s  d os  e f e c t o s  a p a -  
r e n t e m e n t e  a n t a g d n i c o s  p u e d e n  c o e x i s t i r  p u e s t o  que en e s t e  s i s t e m a ,  
i n c l u s o  a  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  a n t i b i d t i c o ,  l a  i n h i b i c i d n  de  l a  
s i n t e s i s  t o t a l  no s o b r e p a s a  e l  80% p u d i e n d o  t e n e r  l u g a r  l a  i n c o r p o r a ­
c i d n  de  l a  s e r i n a  en  l a  s i n t e s i s  r e s i d u a l .
Queda p o r  a c l a r a r  s i  l a s  i n t e r f e r e n c i a s  con  l a  f i d e l i d a d  
de l a  t r a d u c c i d n  y c o n  l a  e t a p a  de  t r a n s l o c a c i d n  s o n  e l  r e s u l t a d o  de  
l a  misma i n t e r a c c i d n  ( e s )  de  l a  h i g r o m i c i n a  B con  e l  r i b o s o m a  o s i ,  
p o r  e l  c o n t r a r i o ,  s e  d e b e n  a  i n t e r a c c i o n e s  i n d e p e n d i e n t e s  en  d i f e r e n -
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t e s  s i t i o s  de  e s t a  p a r t i c u l e .  Con l o s  d a t o s  e x p é r i m e n t a l e s  de  que d i s -  
ponemos n o s  e s  d i f i c i l  e n c o n t r a r  l a  r e s p u e s t a .  P a r e c e ,  no o b s t a n t e ,  
que l a  i n h i b i c i d n  de l a  t r a n s l o c a c i d n  y de l a  s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a -  
l a n i n a  y l a  e s t i m u l a c i d n  de l a  i n c o r p o r a c i d n  de s e r i n a ,  d e p e n d e n  p a r a -  
l e l a m e n t e  de l a  c o n c e n t r a c i d n  d e l  a n t i b i d t i c o  ( F i g u r a s  4 .1  y 4 . ^ ) ,  l o  
c u a l  e s  c o n s i s t a n t e  con  l a  p r i m e r a  h i p d t e s i s .  S i  e s t o  f u e r a  a s i ,  l a  
d o b l e  a c c i d n  de l a  h i g r o m i c i n a  B s o b r e  e l  r i b o s o m a  s u g e r i r i a  u n a  e s -  
t r a c h a  r e l a c i d n  e n t r e  l o s  c o m p o n e n te s  r i b o s d m i c o s  i m p l i c a d o s  en e l  r e -  
c o n o c i m i e n t o  d e l  a m in o a c i l - tR N A  y l o s  i m p l i c a d o s  en l a  t r a n s l o c a c i d n  
r i b o s d m i c a .  E s t a  r e l a c i d n  h a  s i d o  p r e v i a m e n t e  s u g e r i d a  p o r  v a r i o s  d e s -  
c u b r i m i e n t o s . A s i ,  en  l a  s u p e r f i c i e  r i b o s d m i c a ,  l o s  s i t i o s  de f i j a c i o n  
d e l  a m in o a c i l - tR N A  y d e l  f a c t o r  G, p r o b a b l e m e n t e , s e  i n t e r p o n e n  (Modo­
l e l l  y V a z q u e z , 1975)  y e l  f a c t o r  G, en a u s e n c i a  de a n t i b i d t i c o s ,  a u -  
m e n ta  l o s  e r r o r e s  i n t r i n s e c o s  de t r a d u c c i d n  en un  s i s t e m a  de s i n t e s i s  
d i r i g i d o  p o r  p o l i ( U )  ( G a v r i l o v a  y c o l s . ,  1 9 7 6 ) .  O t ro  h e ch o  i n t e r e s a n -  
t e , e n  apoyo  de l a  p o s i b l e  r e l a c i d n  m e n c io n a d a ,  e s  n u e s t r o  d e s c u b r i m i e n ­
t o  de que o t r o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s , que i n d u c e n  e r r o r e s  en 
l a  l e c t u r a  d e l  m e n s a j e  g e n é t i c o ,  i n h i b e n  e f i c i e n t e m e n t e  (como ve re m o s  
en  l o s  p r d x im o s  a p a r t a d o s  de e s t e  mismo c a p i t u l o )  l a  t r a n s l o c a c i d n  r i ­
b o s d m i c a ,  Y adem as ,  l a  v i o m i c i n a ,  p o t e n t e  i n h i b i d o r  de t r a n s l o c a c i d n ,  
t a m b i d n  a f e c t a  l a  f i d e l i d a d  de  l a  t r a d u c c i d n  ( a p a r t a d o  I V . 3 . 6 . 1 . ) .  
P a r e c e ,  p o r  t a n t o ,  muy p o s i b l e  que l a  f i j a c i d n  de l a  h i g r o m i c i n a  B a l  
r i b o s o m a  d i s t o r s i o n s  a l g u n o s  c o m p o n e n te s  d e l  mismo i m p l i c a d o s  en e l  
r e c o n o c i m i e n t o  d e l  a m in o a c i l - tR N A  y en l a  t r a n s l o c a c i d n  r i b o s d m i c a ,  
i n t e r f i r i e n d o  con l a  s e l e c t i v i d a d  d e l  p r i m e r o  de e s t o s  p r o c e s o s  e i n -  
h i b i e n d o  e l  s e g u n d o .
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I V . 2 .  E f e c t o  de l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en e l  c i c l o  de 
• p o l i m e r i z a c i d n  de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s
I V . 2 . 1 .  I n t r o d u c c i d n
Se s a b e ,  d e s d e  h a c e  v a r i o s  a n o s ,  que l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i ­
n o g l i c o s i d i c o s  de l o s  g r u p o s  de l a  n e o m i c i n a ,  k a n a m i c i n a  y g e n t a m i c i -  
n a ,  a c t u a n  en  e l  r i b o s o m a  y c a u s a n  d o s  e f e c t o s  en  su  f u n c i d n :  l a  i n ­
h i b i c i d n  de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  y l a  i n d u c c i d n  de e r r o r e s  en  l a  
t r a d u c c i d n  d e l  m e n s a j e  g e n é t i c o  ( D a v i e s  y c o l s . ,  1965 ;  D a v i e s  y D a v i s ,  
1 9 6 8 ) ;  t r a d i c i o n a l m e n t e  se  h a  c o n s i d e r a d o  a  e s t e  s e g u n d o  e f e c t o ,  d e b i -  
do a  l a  i n t e r f e r e n c i a  con  l a  f i j a c i d n  de  a m i n o a c i l - t R N A ,  r e s p o n s a b l e ,  
a l  menos en p a r t e ,  d e l  p r i m e r o .
Los i n t e r e s a n t e s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  co n  l a  h i g r o m i c i n a  B, 
un  a n t i b i d t i c o  a m i n o g l i c o s i d i c o  p e r t e n e c i e n t e  a  o t r o  g r u p o , q u e  i n t e r ­
f i e r e  c o n  l a  t r a n s l o c a c i d n  r i b o s d m i c a  y co n  l a  f i d e l i d a d  de l a  t r a d u c ­
c i d n ,  n o s  h a n  l l e v a d o  a  i n v e s t i g a r  s i  o t r o s  c o m p u e s to s  d e l  g r u p o  de 
l o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  p r e s e n t a n  u n a  a c c i d n  s i m i l a r  s o b r e  l a  s i n t e s i s  
de p r o t e i n a s .
I V . 2 . 2 .  E f e c t o  de v a r i o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en l a  f i -  
j a c i d n  e n z i m a t i c a  d e l  Phe-tRNA
Como y a  h i c i m o s  con  l a  h i g r o m i c i n a  B, e s t u d i a m o s  e l  e f e c t o  
de  a l g u n o s  de e s t o s  a n t i b i d t i c o s  en  l a s  e t a p a s  i n d i v i d u a l e s  d e l  c i c l o
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de p o l i m e r i z a c i d n  de l a  s i n t e s i s  p r o t é i c a .
Examinamos,  en p r i m e r  l u g a r ,  s i  e s t a s  d r o g a s  a f e c t a b a n  de 
a l g u n a  m ane ra  l a  f i j a c i d n ,  d e p e n d i e n t e  de EF-T y GTP, d e l  a m i n o a c i l -  
-tRNA c o r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o  (Phe-tRNA) a  r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con 
a c i d o  p o l i u r i d i l i c o .  Los e x p e r i m e n t o s  de f i j a c i d n  se  l l e v a r o n  a  cabo  
co n  d o s  t i p o s  de p r e p a r a c i o n e s  de Phe-tRNA, u n a  de e l l a s  p r o v e n i e n t e  
de l a  a m i n o a c i l a c i d n  de u n a  m e z c l a  de tRNAs de E. c o l i  y l a  o t r a  o b -  
t e n i d a  a  p a r t i r  de  un  tRNA p u r i f i c a d o  e s p e c i f i c o  p a r a  f e n i l a l a n i n a ,
Los r e s u l t a d o s  de ambos e x p e r i m e n t o s  se  m u e s t r a n  en l a  T a b l a  4.V ( c o -  
lum nas  A y B ) .  En l a  co lu m n a  A se  o b s e r v a  que t o d o s  l o s  a n t i b i d t i c o s  
e n s a y a d o s  ( r e p r e s e n t a t i v o s  de  l o s  d i s t i n t o s  g r u p o s  de a m i n o g l i c o s i d i ­
c o s )  i n h i b i e r o n  d e b i l m e n t e  ( e n t r e  un  20% y un  40%) l a  f i j a c i d n  de
Phe-tRNA no p u r i f i c a d o  a  l o s  r i b o s o m a s ,  con  e x c e p c i d n  de l a  e s t r e p -  
t o m i c i n a  co n  l a  que s e  o b tu v o  u n a  i n h i b i c i d n  s u p e r i o r  a l  50%. S i n  em­
b a r g o ,  cu ando  e l  e n s a y o  de f i j a c i d n  se  r e a l i z d  u s a n d o  Phe-tRNA^^®
p u r i f i c a d o  ( e s  d e c i r ,  d e s p r o v i s t o  de o t r o s  tRNAs),  d e s a p a r e c i d  l a  d e -  
b i l  i n h i b i c i d n  o b s e r v a d a  en e l  e x p e r i m e n t o  a n t e r i o r  y quedd f u e r t e m e n ­
t e  r e d u c i d a  l a  c a u s a d a  p o r  l a  e s t r e p t o m i c i n a  (c o lu m n a  B ) .  E s t o s  r e s u l ­
t a d o s  p a r e c e n  i n d i c a r  que e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  o b s e r v a d o  a l  f i j a r
Phe-tRNA no p u r i f i c a d o ,  no e s  d e b i d o  a  u n a  i n t e r f e r e n c i a  d i r e c t a  
de l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  co n  e l  p r o c e s o  de f i j a c i d n ,  s i -  
no que  a l  i n d u c i r  e r r o r e s  en  l a  l e c t u r a  d e l  RNA m e n s a j e r o ,  i n c r e m e n t a n  
l a  c o m p e t e n c i a  e n t r e  e l  Phe-tRNA y o t r o s  tRNAs p r é s e n t e s  en  l a  
m e z c l a  de i n c u b a c i d n .
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T a b l a  4 . V . -  E f e c t o  de l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en  l a  f i j a ­
c i d n  de Phe-tRNA a  r i b o s o m a s ,  d e p e n d i e n t e  de EF-G y de 
GTP, y en  l a  r e a c c i d n  de Ac j^^c]Phe- tR N A  s i t u a d o  en e l  
s i t i o  P con  l a  p u r o m i c i n a .
A n t i b i d t i c o C o n c e n t r a c i d n Ac P h e - p u r .  
s i n t e t i z a d o
Phe-tRNA f i j a d o
(A) (B)
yuiM (% a c t i v i d a d )
N inguno ——— 100 100 100
N e o m ic in a  B 70 98 78 98
R i b o s t a m i c i n a 70 ——— 63 100
Neamina 70 108 69 97
K a n a m ic in a  A 90 107 69 105
T o b r a m i c i n a 70 95 60 106
G e n t a m i c i n a 70 96 79 101
E s t r e p t o m i c i n a 80 95 45 87
B l u e n s o m i c i n a 80 91 ——— ———
La f i j a c i d n  de Phe-tRNA c o n t e n i e n d o  o t r o s  tRNAs (A) o 
de Phe-tRNA^^® que s o l o  c o n t i e n s  tRNA e s p e c i f i c o  p a r a  Phe (B) a
r i b o s o m a s  p ro g r a m a d o s  con  p o l i ( U ) ,  s e  r e a l i z d  en m e z c l a s  de 20 yul c o ­
mo s e  d e s c r i b e  en l o s  a p a r t a d o s  I I I . 1 . 2 .  y I I I . 1 . 3 . ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  
La c o n c e n t r a c i d n  de EF-T f u é  de 85 > ^ / m l  en  (A) y de 45 /«g/ml  en  (B) 
y  l a  f i j a c i d n  en a u s e n c i a  d e l  f a c t o r  f u é  i n f e r i o r  a l  7% de l a  o b t e n i -  
d a  en  s u  p r e s e n c i a .  E l  100% r e p r é s e n t a  4 , 4  pmol de Phe-tRNA (A)
0 b i e n  7 , 2  pmol de P h e - tRNAPhe ( B ) ,  f i j a d o s  p o r  u n i d a d  d p t i c a  de
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T a b l a  4 . V . -  ( c o n t i n u a c i o n ) .
r i b o s o m a s .  La f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  se  e n s a y d  en r i b o s o m a s  
con  Ac Phe-tRNA p r e v i a m e n t e  f i j a d o  en e l  s i t i o  A, se  p r e i n c u b a -  
r o n  a  309C d u r a n t e  5 min con  EP-G y GTP ( p r e v i a m e n t e  i n c u b a d o  en  un  
s i s t e m a  r é g é n é r a n t s  de e n e r g i a )  en  u n a  m e z c l a  de 150 pX  ( a p a r t a d o
I I I . 2 . 2 . ) ,  A a l i c u o t a s  de 15 pX  de e s t a  m e z c l a  se  l e s  a h a d i d  2 yul 
d e l  a n t i b i d t i c o  i n d i c a d o  y 1 min d e s p u é s  2 y X  de p u r o m i c i n a  5 mM, 
c o n t i n u a n d o  l a  i n c u b a c i d n  d u r a n t e  2 m in .  E l  r e s t o  d e l  e x p e r i m e n t o  se  
l l e v d  a  cabo  como se  i n d i c a  en  e l  a p a r t a d o  I I I . 6. E l  100% r e p r e s e n t s ,  
4 pmol de A c P h e - p u r o m i c i n a  s i n t e t i z a d o s  p o r  u n i d a d  d p t i c a  de r i b o s o ­
mas.  A t o d o s  l o s  v a l o r e s  se  s u s t r a j o  un  c o n t r o l  de l a  f o r m a c i d n  de 
A c P h e - p u r o m i c in a  en a u s e n c i a  de EP-G ( f i j a c i d n  a l  s i t i o  P ) .
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IV , 2 . 3 .  I n h i b i c i o n  p o r  l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  de l a  
t r a n s l o c a c i d n  e n z i m a t i c a
S e g u id a m e n te  examinamos e l  e f e c t o  de l o s  d i s t i n t o s  a n t i b i d ­
t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  que p o s e i a m o s  en  l a  t r a n s l o c a c i d n  e n z i m a t i c a .  
P a r a  e l l e ,  a n a l i z a m o s , e n  p r e s e n c i a  de c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de 
e s t o s  c o m p u e s t o s ,  l a  r e a c c i d n  d e p e n d i e n t e  de EP-G y GTP d e l  Ac [^^c] Phe- 
-tRNA^^® ( p r e v i a m e n t e  f i j a d o  en  e l  s i t i o  a c e p t o r )  con  l a  p u r o m i c i n a .
La F i g u r a  4 . 1 3  m u e s t r a  l a s  c u r v a s  de i n h i b i c i d n  o b t e n i d a s ;  
p a r a  f a c i l i t a r  su  c o m p a r a c i d n ,  l a s  hemos a g r u p a d o  en  c u a t r o  p a n e l e s  
(A, B, C y D) s e g u n  l a s  s i m i l i t u d e s  e s t r u c t u r a l e s  de l o s  a n t i b i d t i c o s  
e n s a y a d o s .  A p r i m e r a  v i s t a ,  s e  p u e d e  o b s e r v e r  u n a  c l a r a  g r a d a c i d n  en 
c u a n t o  a  l a  e x t e n s i d n  de l a  i n h i b i c i d n  de  l a  t r a n s l o c a c i d n  d e l  AcPhe-  
-tRNA e n t r e  l o s  c u a t r o  g r u p o s ,  y d e n t r o  de c a d a  uno de e l l o s ,  e n t r e  
l o s  d i s t i n t o s  a n t i b i d t i c o s  que l o s  componen.  A s i ,  l a s  n e o m i c i n a s  p a ­
r e c e n  s e r  m e j o r e s  i n h i b i d o r e s  que l a s  k a n a m i c i n a s  y e s t a s  a  su  v e z ,  
m e j o r e s  que l a s  g e n t a m i c i n a s ,  s i e n d o  e l  g r u p o  de l a  e s t r e p t o m i c i n a  e l  
que p o s e e  un  e f e c t o  i n h i b i d o r  mas d e b i l .  D e n t r o  de  l a s  n e o m i c i n a s  ( p a ­
n e l  A ) ,  o b se rv a m o s  que l a  n e o m i c i n a  B y l a  C (am bas  i s d m e r o s )  f u e r o n  
l a s  mas p o t e n t e s  en  su  a c c i d n ,  a l c a n z a n d o s e  u n a  i n h i b i c i d n  d e l  90% a 
c o n c e n t r a c i o n e s  c o m p r e n d id a s  e n t r e  5 y 10 yuM. La r i b o s t a m i c i n a ,  que 
c a r e c e  de  uno de l o s  r e s i d u o s  n e o s a m i n a  de  l a s  n e o m i c i n a s ,  c a u s d  u n a  
i n h i b i c i d n  m en e r ,  s i e n d o  s u  p o t e n c i a  s i m i l a r  a  l a  de l a  p a ro m o m ic in a .  
E s t e  u l t i m o  c o m p u e s to  e s  u n a  m e z c l a  de d o s  i s d m e r o s  ( p a r o m o m ic i n a s  I  
y I I )  i d é n t i c o s  a  l a s  n e o m i c i n a s  B y C e x c e p t e  en  que uno de l o s  g r u -  
pos-NHg de un  r e s i d u e  de n e o s a m i n a  e s  r e e m p l a z a d o  p o r  un  g ru p o  OH.
La n e a m in a ,  f u é  e n t r e  l a s  n e o m i c i n a s ,  e l  c o m p u e s to  de a c c i d n  mas d e b i l
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Antibiotico conc. ( ju M )
F i g u r a  4 . 1 3 . -  E f e c t o  de l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en  l a  s i n ­
t e s i s  de  Ac P h e - p u r o m i c i n a ,  d e p e n d i e n t e  de  EF-G y 
GTP. E l  e n s a y o  se  l l e v d  a  c a b o ,  como s e  d e s c r i b e  en
I I I . 2 . 2 ,  en m e z c l a s  de  20 y j l  que se  i n c u b a r o n  2 - 4  min 
a  309C.
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r e q u i r i e n d o s e  c o n c e n t r a c i o n e s  e l e v a d a s  ( d e l  o r d e n  de 240 p a r a  c o n -  
s e g u i r  u n a  i n h i b i c i o n  de 75%. E s t e  a n t i b i d t i c o  c a r e c e  de un  r e s i d u e  
de n e o s a m i n a  y de l a  D - r i b o s a  de l a s  n e o m i c i n a s .
En e l  p a n e l  B, e s t a n  r e p r e s e n t a d a s  l a s  c u r v a s  de i n h i b i c i o n  
de l a  t r a n s l o c a c i d n  p o r  l a s  k a n a m i c i n a s ;  l a  k a n a m i c i n a  A y l a  B ( s i m i ­
l a r  a  l a  a n t e r i o r  p e r o  con  un  g r u p o  h i d r o x i l o  de un  r e s i d u e  a m i n o a z u -  
c a r , s u s t i . t u y e n d o  a  u n  g r u p o  am ino)  f u e r o n  b u e n o s  i n h i b i d o r e s  de e s t e  
p r o c e s o ,  s i  b i e n  menos p o t e n t e s  que l a s  n e o m i c i n a s  B y C. La t o b r a m i ­
c i n a ,  t a m b i e n  l l a m a d a  n e b r a r a i c i n a  f a c t o r  6 (Umezawa, 1975 ,  r e v i s i d n )  
e s  u n a  3* d e s o x i k a n a m i c i n a  B y su  p o t e n c i a  i n h i b i d o r a  e s  i n f e r i o r  a  
l a s  a n t e r i o r e s ,  f u n d a m e n t a l m e n t e  a  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  a n t i b i d ­
t i c o  en l a s  que l a  i n h i b i c i d n  a l c a n z a d a  no s o b r e p a s a  e l  70%.
Cuando o b se rv a m o s  e l  e f e c t o  de l a s  g e n t a m i c i n a s  en  l a  f o r ­
m a c id n  de A c P h e - p u r o m i c i n a  d e p e n d i e n t e  de EF-G y GTP, e n c o n t r a m o s  u n a s  
c u r v a s  de i n h i b i c i d n  i n e s p e r a d a s  ( p a n e l  C ) . Los c u a t r o  a n t i b i d t i c o s  
e n s a y a d o s  ( g e n t a m i c i n a  C^, g e n t a m i c i n a  s i s o m i c i n a  y v e r d a m i c i n a )
f u e r o n  i g u a l m e n t e  a c t i v o s ,  p r e s e n t a n d o  un  màximo de i n h i b i c i d n  ( a p r o -  
x im a d am e n te  e l  60%) a  u n a  c o n c e n t r a c i d n  c o m p r e n d id a  e n t r e  5 y 10 yuM.
A c o n c e n t r a c i o n e s  mas e l e v a d a s  d e l  a n t i b i d t i c o ,  h a s t a  u n  màximo de 
300 yuM, l a  i n h i b i c i d n  d i s m in u y d  g r a d u a l m e n t e .  E s t a s  s o r p r e n d e n t e s  c u r ­
v a s  b i f à s i c a s  pensâm es  que p o d i a n  s e r  d e b i d a s  a  u n a  e s t i m u l a c i d n  p o r  
l o s  a n t i b i d t i c o s  de  l a  f i j a c i d n  d e l  Ac [^^c] Phe-tRNA l i b r e  p r é s e n t e  en 
l a  m e z c l a  de r e a c c i d n ,  l o  c u a l  s u p o n d r i a  un  i n c r e m e n t o  en l a  s i n t e s i s
de Ac P h e - p u r o m i c i n a .  P a r a  s o s l a y a r  e s t e  p r o b l e m a ,  u n a  v e z  f i j a d o
e l  Ac Phe-tRNA a l  s i t i o  r i b o s d m i c o  a c e p t o r ,  s e  p u r i f i e d  e l  c o m p le ­
jo  Ac P h e « r i b o s o m a . p o l i ( U )  p o r  f i l t r a c i d n  a  t r a v e s  de u n a  c o lum n a
de S e p h a r o s a  6B y,  a  c o n t i n u a c i d n ,  s e  e s t u d i d  en  e s t e  c o m p le jo  e l  e f e c -
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t o  de l o s  a n t i b i d t i c o s  en  l a  t r a n s l o c a c i d n .  Las c u r v a s  de i n h i b i c i d n  
o b t e n i d a s  ( r e s u l t a d o s  no m o s t r a d o s )  f u e r o n  i d e n t i c a s  a  l a s  r e p r e s e n ­
t a d a s  en  e l  p a n e l  C, p o r  l o  que d e se c h a m o s  que l a  b i f a s i c i d a d  o b s e r ­
v a d a  con  e s t o s  a n t i b i d t i c o s  f u e r a  a r t e f a c t u a l .
En c u a n t o  a l  g r u p o  de l a  e s t r e p t o m i c i n a  ( p a n e l  D) podemos 
o b s e r v e r  que t a n t o  e s t e  a n t i b i d t i c o  como l a  b l u e n s o m i c i n a  (q u im ic a m e n ­
t e  r e a l c i o n a d o s ) c a u s a r o n  u n a  d e b i l  i n h i b i c i d n  de l a  t r a n s l o c a c i d n  
( d e l  o r d e n  d e l  40%) que no v a r i d  en  un  a m p l i o  r a n g o  de c o n c e n t r a c i o n e s ,  
c o m p re n d id o  e n t r e  1 y 400 yuM. Una d e b i l  i n h i b i c i d n  de t r a n s l o c a c i d n  
p o r  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de e s t r e p t o m i c i n a  ( 0 , 5  mM) en un  s i s t e m a  s i ­
m i l a r  a l  n u e s t r o ,  h a  s i d o  p r e v i a m e n t e  d e s c r i t a  p o r  I g a r a s h i  y c o l s . ,  
196 9 .
I V . 2 . 4 .  C a r e n c i a  de e f e c t o  de l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  
s o b r e  l a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a
Una v e z  o b s e r v a d a  l a  i n h i b i c i d n  de l a  s i n t e s i s  de AcPhe-  
- p u r o m i c i n a  p o r  l o s  c o m p u e s to s  a m i n o a z u c a r a d o s ,  v e r i f i c a m o s  que d i c h o  
e f e c t o  e r a  d e b id o  a  s u  i n t e r f e r e n c i a  con  e l  p r o c e s o  de t r a n s l o c a c i d n  
y no con  l a  f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o .  P a r a  e l l o ,  examinamos e l  
e f e c t o  de e s t o s  a n t i b i d t i c o s ,  a  l a  c o n c e n t r a c i d n  que se  e s p e c i f i c a  
en  l a  T a b l a  4.V, en  l a  r e a c c i d n  d e l  Ac Phe-tRNA s i t u a d o  en  e l  s i ­
t i o  P con  l a  p u r o m i c i n a .  Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  i n d i c a n  que n i n g u n o  
de l o s  a n t i b i d t i c o s  e n s a y a d o s  a f e c t a n  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  a c t i v i d a d  
p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a  d e l  r i b o s o m a .  E s t o s  r e s u l t a d o s ,  s i n  em bargo ,  dis* 
c r e p a n  de l o s  p u b l i c a d o s  co n  a n t e r i o r i d a d  p o r  o t r o s  a u t o r e s  ( S u z u k i  y
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c o l s , ,  19 7 0 ;  P e s t k a ,  1972b)  l o s  c u a l e s  m o s t r a b a n  que l a  n e o m i c i n a  B 
y l a  k a n a m i c i n a  i n h i b i a n  de fo rm a  s i g n i f i c a t i v a  l a  f o r m a c i d n  d e l  e n ­
l a c e  p e p t i d i c o .  E s t a  d i s c r e p a n c i a  pued e  s e r  f a c i l m e n t e  e x p l i c a b l e  s i  
t e n e m o s  en  c u e n t a  l o s  d i f e r e n t e s  s i s t e m a s  e x p é r i m e n t a l e s  e m p l e a d o s .
En e f e c t o ,  en  e l  t r a b a j o  c i t a d o  de  P e s t k a ,  l a  n e o m i c i n a  i n h i b e  a  a l ­
t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  l a  f o r m a c i d n  de p e p t  i d  i l - [^^ h]  p u r o m i c i n a ,  en  un  
e x t r a c t o  c r u d o  de p o l i s o m a s  de E. c o l i  no s u p l e m e n t a d o s  con  f a c t o r e s  
de p o l i m e r i z a c i d n .  En e s t e  e x t r a c t o  c r u d o  pued e  t e n e r  l u g a r  l a  t r a n s ­
l o c a c i d n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  a l  s i t i o  P p r o m o v id a  p o r  l a s  t r a z a s  d e l  
f a c t o r  G p r é s e n t e s  en  l a  p r e p a r a c i d n  de p o l i s o m a s  ( e l  a u t o r  no d e s c a r -  
t a  e s t a  p o s i b i l i d a d )  y ,  en  t a l  c a s o ,  l a  i n h i b i c i d n  de l a  s i n t e s i s  de 
p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  o b s e r v a d a ,  s é r i a  d e b i d a  a l  e f e c t o  de l o s  a n t i b i d t i ­
c o s  en  l a  t r a s l o c a c i d n  y no a  s u  a c c i d n  s o b r e  l a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a .
I V . 2 . 5 .  E f e c t o  de l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en l a  p o l i m e ­
r i z a c i d n  de l a s  c a d e n a s  n a c i e n t e s  en  p o l i s o m a s
En n u e s t r o  e s f u e r z o  p o r  d é f i n i r  l a  a c c i d n  de l o s  a n t i b i d t i ­
c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en  e l  c i c l o  de p o l i m e r i z a c i d n ,  a s i  como p a r a  i n ­
v e s t i g a r  e l  s i g n i f i c a d o  de l a  i n h i b i c i d n  de l a  t r a n s l o c a c i d n , o b s e r v a d a  
en  s i s t e m a s  m o d e lo s ,  en  l a  i n h i b i c i d n  de l a  p o l i m e r i z a c i d n  de  l a s  c a d e ­
n a s  p e p t i d i c a s ,  u t i l i z a m o s  un  s i s t e m a  de  s i n t e s i s  mas f i s i o l d g i c o  cons-  
t i t u i d o  p o r  p o l i s o m a s  e n d d g e n o s  de E.  c o l i  s u p l e m e n t a d o s  con  e x t r a c t o  
SlOO y u n a  m e z c l a  de  l o s  v e i n t e  a m i n o à c i d o s .  Como y a  e s p e c i f i c a m o s  en  
e l  a p a r t a d o  I V . 1 . 2 . 1 , e n  e s t e  s i s t e m a  t a n  s o l o  se  l l e v a  a  cab o  e l  a l a r -  
g a m i e n t o  de l a s  c a d e n a s  n a c i e n t e s  de  l o s  r i b o s o m a s  y a  q u e ,  p o r  c a r e c e r
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de f a c t o r e s  de i n i c i a c i d n ,  l a  i n i c i a c i d n  de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  
no t i e n e  l u g a r .
Como un  p r i m e r  p a s o ,  e s t u d i a m o s  e l  e f e c t o  de l a s  d r o g a s  en 
l a  p o l i m e r i z a c i d n  de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s .  P r e v i a m e n t e  buscam os  l a s  
c o n d i c i o n e s  d p t i m a s  p a r a  l a  s i n t e s i s  y l a  c i n d t i c a  de l a  i n c o r p o r a c i d n  
de l o s  a m i n o à c i d o s .  En l a  F i g u r a  4 . 1 4 ,  o b s e rv a m o s  que l a  p o l i m e r i z a ­
c i d n  de  l a s  c a d e n a s  t r a n s c u r r e  r a p i d a m e n t e ,  a l c a n z à n d o s e  l a s  màximas 
c o t a s  de  i n c o r p o r a c i d n  de a m i n o à c i d o s  a p r o x im a d a m e n te  a  l o s  7 min de 
i n c u b a c i d n .  De a c u e r d o  con  e s t e  r e s u l t a d o ,  p a r a  l o s  p o s t e r i o r e s  e n s a -  
y o s  de  s i n t e s i s  r e a l i z a d o s  en  p r e s e n c i a  de  l o s  a n t i b i d t i c o s ,  e l e g i m o s  
t i e m p o s  de i n c u b a c i d n  en l o s  que l a  i n c o r p o r a c i d n  de a m i n o à c i d o s  e r a  
t o d a v i a  l i n e a l .
Los p r i m e r o s  e x p e r i m e n t o s  se  l l e v a r o n  a  cabo  con p o l i s o m a s  
s u p l e m e n t a d o s  con  v a l i n a  como m a r c a d o r ,  y l o s  19 a m i n o à c i d o s  r e s ­
t a n t e s  no m a rc a d o s  i s o t o p i c a m e n t e  . T e n i e n d o  en c u e n t a  que l a  v a l i n a  
r e p r é s e n t a  e l  5,5% d e l  t o t a l  de l a  p r o t e i n a  de E. c o l i , l a  c a n t i d a d  t o ­
t a l  de  a m i n o à c i d o s  i n c o r p o r a d o s  se  h a l l a  p o r  un  s e n c i l l o  c à l c u l o .  Los 
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  m ed ia  de d o s  e x p e r i m e n t o s  s i m i l a r e s ,  s e  m u e s t r a n  
en l a  T a b l a  4 . V I .  En e l l a  s e  pued e  a p r e c i a r  que t o d o s  l o s  a n t i b i d t i c o s  
a m i n o g l i c o s i d i c o s  e n s a y a d o s ,  a  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  que  se  i n d i c a n  en 
l a  T a b l a ,  i n h i b e n  f u e r t e m e n t e  l a  p o l i m e r i z a c i d n  de l a s  c a d e n a s  en  po ­
l i s o m a s .  S i n  em bargo ,  e s t a  f u e r t e  i n h i b i c i d n  o b s e r v a d a  p o d i a  s e r  e x a -  
g e r a d a .  En e f e c t o ,  l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  e s t i m u l a n  l a  i n ­
c o r p o r a c i d n  de  a m i n o à c i d o s  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o s  p o r  e l  m e n s a j e r o ,  
e x i s t i e n d o  u n a  c l a r a  e s p e c i f i c i d a d  en c u a n t o  a l  a m i n o à c i d o  e r r d n e o  i n -  
o r p o r a d o  ( D a v i e s  y D a v i s ,  1 9 6 8 ) .  En t r a b a j o s  a n t e r i o r m e n t e  r e a l i z a d o s  
n n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  se  o b s e r v d  que l a  i n c o r p o r a c i d n  de v a l i n a ,  a
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T I E M P O  ( mi n )
F i g u r a  4 . 1 4 . -  C i n é t i c a  de l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  en p o l i s o m a s  e n -  
d o g e n o s  de E. c o l i . La i n c o r p o r a c i d n  de a m i n o à c i d o s  en 
l a s  c a d e n a s  n a c i e n t e s  de p o l i s o m a s  se  r e a l i z d  t a l  como 
se  i n d i c a  en  I I I . 3 . 3 .  E l  v a l o r  o b t e n i d o  a  0 min de i n ­
c u b a c i d n  s e  r e s t d  de  l o s  r e s u l t a d o s .
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T a b l a  4 .  V I . -  E f e c t o  de l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en  l a  s i n ­
t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  en  p o l i s o m a s  de E. c o l i . -m e d id a  p o r  
l a  i n c o r p o r a c i d n  de ^ ^ C - v a l i n a .
A n t i b i d t i c o C o n c e n t r a c i d n S i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a
yUuM (% a c t i v i d a d )
N inguno ——— 100
N e o m ic in a  B 70 12
N e o m ic in a  C 70 10
P a r o m o m ic in a 70 30
R i b o s t a m i c i n a 70 18
Neamina 70 46
K a n a m ic in a  A 90 22
K a n a m ic in a  B 80 13
T o b r a m i c i n a 70 16
G e n t a m i c i n a 50 33
G e n t a m i c i n a 50 30
S i s o m i c i n a 60 29
V e r d a m i c i n a 50 31
E s t r e p t o m i c i n a 300 38
B l u e n s o m i c i n a 300 54
E l  e n s a y o  s e  r e a l i z d  e n  m e z c l a s  de  r e a c c i d n  de 2 0 ^ ,  t a l  
como s e  d e s c r i b e  en  I I I . 3 . 3 .  E l  t i e m p o  de i n c u b a c i d n  a  34^0 f u e  de 4 
min ,  c o n s i g u i e n d o s e  en e l  c o n t r o l  s i n  a n t i b i d t i c o  u n a  i n c o r p o r a c i d n  
de a m i n o à c i d o s  t o t a l e s  de 2177 pmol/Ag^Q de r i b o s o m a s  (100% de a c t i ­
v i d a d ) .  E l  v a l o r  o b t e n i d o  en  u n a  m e z c l a  de r e a c c i d n  s i n  p o l i s o m a s  
( i n f e r i o r  a l  10% d e l  c o n t r o l )  s e  r e s t d  de t o d o s  l o s  r e s u l t a d o s .
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d i f e r e n c i a  de l a  de o t r o s  a m i n o à c i d o s ,  s e  e s t i m u l a  p o b r e m e n te  en  p r e ­
s e n c i a  de e s t o s  a n t i b i d t i c o s .  P o r  c o n s i g u i e n t e , l a  p o l i m e r i z a c i d n  en 
p r e s e n c i a  de l a s  d r o g a s ,  c a l c u l a d a  a  p a r t i r  de l a  i n c o r p o r a c i d n  de
v a l i n a  p o d i a  p r o b a b l e m e n t e  e s t a r  s u b e s t i m a d a ,  c o n s i g u i e n d o s e  p o r  
e l l o  i n h i b i c i o n e s  s u p e r i o r e s  a  l a s  r e a l e s .
E s t e  p r o b l e m a  s e  e v i t d  u t i l i z a n d o ,  en  p o s t e r i o r e s  e x p e r i ­
m e n to s ,  u n a  m e z c l a  de 16 a m i n o à c i d o s  s u p l e m e n t a d a  con  l o s  c u a t r o
a m i n o à c i d o s  r e s t a n t e s  no m a r c a d o s  i s o t o p i c a m e n t e .  La T a b l a  4 . V I I  ( c o ­
lumna A) m u e s t r a  que t o d o s  l o s  a n t i b i d t i c o s  e n s a y a d o s  i n h i b i e r o n  s i g ­
n i f  i c a t i v a m e n t e  l a  p o l i m e r i z a c i d n  p o l i p e p t i d i c a ,  s i  b i e n  e l  g r a d e  de 
i n h i b i c i d n  f u e  i n f e r i o r  a l  o b t e n i d o  en e l  e x p e r i m e n t o  a n t e r i o r  ( T a b l a  
4 . V I ) .  Los i n h i b i d o r e s  mas p o t e n t e s  f u e r o n  l a s  n e o m i c i n a s  B y C (mas 
d e l  90% de i n h i b i c i d n )  y l a  k a n a m i c i n a  B, o s c i l a n d o  l a  i n h i b i c i d n  c a u ­
s a d a  p o r  e l  r e s t o  de l o s  a n t i b i d t i c o s  e n t r e  un  70% y un  30%.
N u e s t r o  s i g u i e n t e  p r o p d s i t o  f u é  a v e r i g u a r  s i  l a  i n h i b i c i d n  
de l a  p o l i m e r i z a c i d n  de l a  c a d e n a  p e p t i d i c a ,  o b s e r v a d a  en e l  s i s t e m a  
de p o l i s o m a s ,  e r a  r e a l m e n t e  d e b i d a  a  l a  i n t e r f e r e n c i a  de l o s  a n t i b i d ­
t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  con  l a  e t a p a  de t r a n s l o c a c i d n  d e t e c t a d a  en un  
s i s t e m a  m o d è le .  P a r a  e l l o ,  d e t e r m i n a m o s  l a  p o s i c i d n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  
en  p o l i s o m a s  i n h i b i d o s  d u r a n t e  l a  s i n t e s i s  p o r  l a  n e o m i c i n a  B, m id ie n -  
do l a  f o r m a c i d n  de p e p t i d i l - j ^ ^ H j p u r o m i c i n a .  En e s t e  e x p e r i m e n t o ,  s i m i ­
l a r  a l  r e a l i z a d o  e n  e l  a p a r t a d o  I V . 1 . 5 . 3 .  con  l a  h i g r o m i c i n a  B, s e  u -  
s a r o n  como c o n t r ô l e s  p o l i s o m a s  b l o q u e a d o s  p o r  l a  t e t r a c i c l i n a  y l a  
v i o m i c i n a ,  y a  que ambos a n t i b i d t i c o s  r e t i e n e n  e l  p e p t i d i l - t R N A  en  e l  
s i t i o  P y A r e s p e c t i v a m e n t e .  En l a  F i g u r a  4 . 1 5  se  o b s e r v a  que en l o s  
p o l i s o m a s  i n h i b i d o s  p o r  l a  t e t r a c i c l i n a ,  e l  p e p t i d i l - t R N A  r e a c i o n d  r a ­
p i d a m e n t e  co n  p u r o m i c i n a .  S i n  em bargo ,  t a n  s o l o  l a  m i t a d  de l o s
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T a b l a  4 . V I I . -  E f e c t o  de l o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  en  l a  s i n ­
t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  ( d e t e c t a d a  p o r  l a  i n c o r p o r a c i d n  de 
16 ^ ^ C - a m i n o a c i d o s )  y en l a  f o r m a c i d n  de p e p t i d i l -  
-  P h] p u r o m i c i n a ,  en  p o l i s o m a s  de E. c o l i .
A n t i b i d t i c o C o n c e n t r a c i d n  S i n t e s i s
p o l i p e p t i d i c a
F o r m a c id n  de 
p e p t  i d  i l -  p n j  p u r .
Ninguno
mM (% a c t i v i d a d )
100 ———
T e t r a c i c l i n a 0 , 2 — — — 100
V i o m i c i n a 0 , 1 — — — 0
N e o m ic in a  B 0 , 0 7 8 16
N e o m ic in a  C 0 , 0 7 7 - 5
P a r o m o m ic in a 0 , 0 7 49 61
R i b o s t a m i c i n a 0 , 0 7 33 69
Neamina 0 , 0 7 66 62
K a n a m ic in a  A 0 , 0 9 44 5o
K a n a m ic in a  B 0 , 0 8 23 33
T o b r a m i c i n a 0 , 0 7 34 51
G e n t a m i c i n a 0 , 3 51 64
G e n t a m i c i n a 0 , 3 36 77
S i s o m i c i n a 0 , 4 33 59
E s t r e p t o m i c i n a 0 , 2 70 96
La s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a en  p r e s e n c i a  de l o s  a n t i b i d t i c o s .
s e  l l e v d  a  cabo t a l como s e  d e s c r i b e en  e l  a p a r t a d o I I I . 3 . 3 . ,  u s a n d o
u n a  m e z c l a  de 16 : 4 c - a m i n o à c i d o s  (18 cpm /pm ol)  e h i s t i d i n a ,  m e t i o n i -
n a ,  t i r o s i n a  y c i s t e i n a  no r a d i a c t i v o s ,  a  l a  c o n c e n t r a c i d n  de  12 yuuM
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T a b l a  4 . V I I . -  ( c o n t i n u a c i d n ) .
c a d a  u n o .  Las  m e z c l a s  se  i n c u b a r o n  4 m in .  E l  100% r e p r é s e n t a  l a  i n ­
c o r p o r a c i d n  de 748 pmol de ^ ^ C - a m i n o a c i d o s  p o r  u n i d a d  d p t i c a  de r i ­
b oso m a s .  La s i n t e s i s  de p e p t i d i l - P h ] p u r o m i c i n a ,  s e  r e a l i z d  e s e n c i a l -  
m en te  como s e  i n d i c a  en  e l  a p a r t a d o  I I I . 4 . 1 .  D e sp u é s  de 3 min de i n ­
c u b a c i d n  a  3490 ,  l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  en m e z c l a s  de 20 y j l ,  s e  
d e t u v o  p o r  l a  a d i c i d n  de 2 jjX  d e l  a n t i b i d t i c o  que s e  i n d i c a  y 45 s 
mas t a r d e ,  s e  a n a d i e r o n  2 de p n j  p u r o m i c i n a  100 jJH (780  cpm /pm ol)  
c o n t i n u a n d o  l a  i n c u b a c i d n  d u r a n t e  2 min mas .  E l  p e p t i d i l - p u r o m i ­
c i n a  fo rm ado  en l a s  m e z c l a s  que c o n t e n i a n  t e t r a c i c l i n a  y v i o m i c i n a  
( 5 , 7  y 3 , 1  pmol/Ag^Q p o l i s o m a s )  s e  tomd como 100% y 0% r e s p e c t i v a m e n -  
t e .
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TIEMPO (m in)
F i g u r a  4 . 1 5 . -  C i n é t i c a  de  l a  f o r m a c i d n  de  p e p t i d i l - [  h]  p u r o m i c i n a  en 
p o l i s o m a s  b l o q u e a d o s  d u r a n t e  l a  s i n t e s i s  p o r  0 , 1 8  mM 
de t e t r a c i c l i n a  ( □ ) ,  60 yiM de n e o m i c i n a  B ( • )  6 90 
de v i o m i c i n a  ( 0 ) .  E l  e n s a y o  s e  r e a l i z o  de f o rm a  a n à l o -  
g a  a l  de l a  f i g u r a  4 . 1 0 .  En l o s  c o n t r ô l e s  s i n  p o l i s o m a s  
se  o b t u v i e r o n  0 , 0 6  pmol de  p e p t i d i l - p u r o m i c i n a ,  v a ­
l o r  que se  r e s t o  de l o s  r e s u l t a d o s .
- 1 3 2 -
p o l i s o m a s  b l o q u e a d o s  p o r  l a  v i o m i c i n a  o l a  n e o m i c i n a  B (ambos p r e s e n ­
t a n  e l  mismo c o m p o r t a m i e n t o )  r e a c c i o n o  r a p i d a m e n t e ,  r a i e n t r a s  que e l  
r e s t o  l o  b a c e  de f o rm a  mas l e n t a  d e b i d o ,  p r o b a b l e m e n t e ,  a  c i e r t a  
t r a n s l o c a c i o n  r e s i d u a l  q u e ,  m o m e n tan eam en te ,  s i t u a  a l  p e p t i d i l - t R U A  
en e l  s i t i o  P,  h a c i e n d o  p o s i b l e  s u  r e a c c i o n  con  l a  p u r o m i c i n a .  Co­
mo y a  mencionam os a l  e s t u d i a r  e l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B en  e s t e  
s i s t e m a ,  d e sc o n o c e m o s  l a  r a z d n  p o r  l a  c u a l  en  l o s  p o l i s o m a s  b l o q u e a ­
dos  p o r  l a  v i o m i c i n a  o l a  n e o m i c i n a  B t i e n e  l u g a r  i n i c i a l m e n t e  u n a  
s i g n i f i c a t i v a  s i n t e s i s  de p e p t i d i l - [ ^ h] p u r o m i c i n a .
A c o n t i n u a c i d n ,  examinamos l a  p o s i c i d n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  
en p o l i s o m a s  b l o q u e a d o s  p o r  o t r o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s .  En 
e s t e  c a s o  no e s t u d i a m o s  l a  c i n d t i c a  de l a  r e a c c i d n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  
con  l a  p u r o m i c i n a ,  s i n o  que l a  r e a c c i d n  se  d e t u v o  a  l o s  2 min de 
l a  a c c i d n  de e s t e  c o m p u e s to ,  t i e m p o  s u f i c i e n t e  p a r a  que l a  s i n t e s i s  
de p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  en  l o s  p o l i s o m a s  b l o q u e a d o s  p o r  l a  t e t r a ­
c i c l i n a  se  h a y a  c o m p l e t a d o  y s e a  maxima l a  i n h i b i c i d n  p o r  l a  v i o m i c i ­
n a  ( F i g u r a  4 . 1 5 ) .
Los r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  en  p o r c e n t a j e  de a c t i v i d a d ,  t o -  
mando como 100% y 0% de l a  s i n t e s i s  de p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  l o s  
v a l o r e s  o b t e n i d o s  con  p o l i s o m a s  b l o q u e a d o s  d u r a n t e  l a  s i n t e s i s  p o l i ­
p e p t i d i c a  p o r  l a  t e t r a c i c l i n a  y  l a  v i o m i c i n a ,  r e s p e c t i v a m e n t e .
La T a b l a  4 . V I I  ( c o lu m n a  B) m u e s t r a  que a  l a s  c o n c e n t r a c i o ­
n e s  i n d i c a d a s  t o d o s  l o s  a n t i b i d t i c o s  e n s a y a d o s ,  con  e x c e p c i d n  de l a  
e s t r e p t o m i c i n a ,  i n h i b i e r o n  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  f o r m a c i d n  de  p e p t i d i l -  
p u r o m i c i n a .  P o r  c o n s i g u i e n t e ,  podemos d e d u c i r  que e s t a s  d r o g a s  
r e t i e n e n  e l  p e p t i d i l - t R N A  e n  e l  s i t i o  A y  c u m p l i e n d o  e s t e  e s t r i c t o  r e -  
q u e r i m i e n t o ,  p u e d e n  s e r  c l a s i f i c a d a s  como i n h i b i d o r e s  de l a  t r a n s l o c a -
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c i o n  r i b o s d m i c a .  L as  n e o m i c i n a s  B y C f u e r o n  l o s  a n t i b i d t i c o s  mas e -  
f e c t i v o s  como i n h i b i d o r e s  de e s t e  p r o c e s o ,  s i e n d o  t a n  p o t e n t e s  como 
l a  v i o m i c i n a .  La k a n a m i c i n a  B l e s  s i g u i d  en  e f e c t i v i d a d  y e l  r e s t o  de 
k a n a m i c i n a s ,  n e o m i c i n a s  y g e n t a m i c i n a s  f u e r o n  i n h i b i d o r e s  mas d e b i l e s .  
La e s t r e p t o m i c i n a  se  com p o r td  e s e n c i a l m e n t e  como l a  t e t r a c i c l i n a ,  p o r  
l o  que c o n c l u i m o s  que no e s  un  i n h i b i d o r  de  l a  t r a n s l o c a c i d n  en  e s t e  
s i s t e m a  de p o l i s o m a s .  La misma o b s e r v a c i d n  f u é  p u b l i c a d a  p o r  M o d o l e l l  
y D a v i s  en  e l  aho 196 9 .
S i  comparâmes l a s  c o lu m n a s  A y B de l a  T a b l a  4 . V I I  o b s e r v a ­
mos en  g e n e r a l  u n a  b u e n a  c o r r e l a c i d n  e n t r e  l o s  g r a d e s  de i n h i b i c i d n  de 
l a  r e a c c i d n  de  l a  p u r o m i c i n a  y e l  de l a  p o l i m e r i z a c i d n  de l a  c a d e n a  
p e p t i d i c a  e n  p o l i s o m a s .  E s t a  u l t i m a ,  s i n  em bargo ,  p a r e c e  s e r  a l g o  mas 
s e n s i b l e  a  l o s  a n t i b i d t i c o s  . En c o n s e c u e n c i a ,  p a r e c e  c l a r o  que l a  i n ­
h i b i c i d n  de l a  t r a n s l o c a c i d n  e s  r e s p o n s a b l e ,  a l  menos p a r c i a l m e n t e ,  de 
l a  i n h i b i c i d n  de l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a .
I V . 2 . 6 .  D i s c u s i d n
Los a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  p r e t e n e c i e n t e s  a  l o s  
g r u p o s  de l a  n e o m i c i n a ,  k a n a m i c i n a ,  g e n t a m i c i n a  y e s t r e p t o m i c i n a ,  i n ­
h i b e n  en  mayor  o menor  m ed id a  e l  a l a r g a m i e n t o  de l a s  c a d e n a s  p e p t i d i ­
c a s  n a c i e n t e s  de  p o l i s o m a s  e n d d g e n o s  de E.  c o l i  ( T a b l a s  4 . VI y 4 . V I I ) .  
Al e s t u d i a r  en  s i s t e m a s  m o d e lo s  s i m p l i f i c a d o s  e l  e f e c t o  de e s t a s  d r o ­
g a s  en  l a s  d i s t i n t a s  e t a p a s  d e l  c i c l o  de p o l i m e r i z a c i d n  de l a  s i n t e ­
s i s  hemos com probado  que ,com o l a  h i g r o m i c i n a  B, c a r e c e n  de e f e c t o  en 
l a  f i j a c i d n  d e l  Phe-tRNA^^® p u r i f i c a d o  a  r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con
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p o l i ( U )  y en  l a  f o r m a c i o n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  c a t a l i z a d o  p o r  l a  p e p -  
t i d i l - t r a n s f e r a s a .  En c o n t r a s t e  t o d o s  e l l e s  i m p id e n ,  mas o mènes e f i -  
c i e n t e m e n t e ,  l a  t r a n s l e c a c i o n  d e l  Ac |^^c]  Phe-tRNA d e p e n d i e n t e  de EF-G 
y de GTP. Las  c u r v a s  e b t e n i d a s  a l  e s t u d i a r  e l  e f e c t e  de l a  c e n c e n t r a -  
c i o n  de  l e s  a n t i b i o t i c e s  a m i n e g l i c e s i d i c e s  en  l a  i n h i b i c i o n  de l a  . 
t r a n s l e c a c i o n  d e l  AcPbe-tRNA, p e n e n  de m a n i f i e s t e  l a  m a rc a d a  r e l a c i o n  
e x i s t a n t e  e n t r e  l a  a c t i v i d a d  y l a  e s t r u c t u r a  q u i m i c a  de e s t e s  cerapues* 
t e s .  D ic i ia  r e l a c i o n  h a  s i d e  e b s e r v a d a  c e n  a n t e r i e r i d a d  p o r  B e n v e n i s t e  
y D a v i e s  (19 7 3 )  a l  e s t u d i a r  e l  e f e c t e  de e s t e s  a n t i b i o t i c e s  y de c i e r -  
t e s  d e r i v a d e s  en  l a  s i n t e s i s  de p r e t e i n a s  d i r i g i d a  p e r  m e n s a j e r e s  
s i n t ë t i c e s  e n a t u r a l e s ,  a s i  cerne en  l a  i n d u c c i o n  de e r r e r e s  en  l a  l e c -  
t u r a  d e l  m e n s a j e r e .  N u e s t r a s  e b s e r v a c i e n e s  c e i n c i d e n  b a s i c a m e n t e  c e n  
l a s  de  e s t e s  a u t e r e s .  E f e c t i v a m e n t e ,  d e n t r e  de  l e s  a n t i b i o t i c e s  e n s a -  
y a d e s  s o n  menes a c t i v e s  en  l a  i n h i b i c i o n  de l a  t r a n s l e c a c i o n  l e s  que 
c e n t i e n e n  un  r e s i d u e  de e s t r e p t i d i n a  o b l u e n s i d i n a  ( l a  e s t r e p t e m i c i n a  
y l a  b l u e n s e m i c i n a )  que a q u e l l e s  que c e n t i e n e n  un  a n i l l e  de 2 - d e o x i -  
e s t r e p t a m i n a  en  s u  m e l é c u l a  ( n e e m i c i n a s ,  g e n t a m i c i n a s  y k a n a m i c i n a s ) .  
D e n t r e  de e s t e  s e g u n d e  g r u p e  de c e m p u e s t e s ,  pedemes d i s t i n g u e r  d e s  
s u b g r u p e s :  l e s  que p e s e e n  l e s  s u s t i t u y e n t e s  d e l  a n i l l e  de l a  d e e x i -  
B s t r e p t a m i n a  en p e s i c i e n e s  a d y a c e n t e s  ( t a l  e s  e l  c a s e  de l a s  n e e m i c i ­
n a s )  so n  m e j e r e s  i n h i b i d e r e s  que a q u e l l e s  c e m p u e s t e s  que t i e n e n  s u s -  
t i t u i d e s  l e s  g r u p e s  h i d r e x i l e s  ne  a d y a c e n t e s  (corne l a s  k a n a m i c i n a s  y 
g e n t a m i c i n a s ) .
La a c t i v i d a d  de l e s  a n t i b i o t i c e s  a m i n e g l i c e s i d i c e s  t a m b i e n  
p a r e c e  e s t a r  r e l a c i e n a d a  c e n  e l  numéro y l e c a l i z a c i o n  de l e s  g r u p e s  
amino  en l a  h e x e s a  u n i d a  g l i c e s i d i c a m e n t e  a  l a  p e s i c i o n  4 d e l  a n i l l e  
de l a  d e e x i e s t r e p t a m i n a ,  s i e n d e  mas a c t i v e s  l e s  c e m p u e s t e s  que p e s e e n
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d o s  g r u p o s  amino que a q u e l l e s  que s o l e  t i e n e n  un g r u p e .  A s i ,  l a s  n e e ­
m i c i n a s  B y G s e n  mas a c t i v a s  que l a  p a r e m e m i c i n a ,  y l a  k a n a m i c i n a  B 
e s  un  i n h i b i d e r  mas p e t e n t e  que l a  k a n a m i c i n a  A. O t r a  c a r a c t e r i s t i c a  
e s t r u c t u r a l  que c e n f i e r e  mayor  e m ener  a c t i v i d a d  a  e s t e s  a n t i b i o t i c e s  
e s  e l  numéro de a n i l l e s  en  s u  m e l é c u l a .  C e n c r e t a m e n t e ,  d e n t r e  d e l  g r u ­
pe de l a s  n e e m i c i n a s  so n  mas a c t i v a s  l a s  que p e s e e n  c u a t r e  a n i l l e s  
( n e e m i c i n a s  B y C y p a r e m e m i c i n a )  s e g u i d a s  p e r  l a s  que t i e n e n  t r è s  a -  
n i l l e s  ( r i b e s t a m i c i n a )  y  l a s  de d o s  ( n e a m i n a ) .
En c u a n t e  a l  g r u p e  de l a s  g e n t a m i c i n a s ,  hemes e n c e n t r a d e  
que t e d a s  e l l a s  ( i g u a l m e n t e  a c t i v a s )  m u e s t r a n  un  c e m p l i c a d e  e f e c t e  b i -  
f a s i c e  de l a  c o n c e n t r a t i o n ,  en  l a  i n h i b i c i o n  de l a  t r a n s l e c a c i o n  d e l  
AcPhe-tRNA. R e c i e n t e m e n t e ,  s e  h a  e b s e r v a d e  en  e t r e s  l a b o r a t o r i e s ,  u n a  
s i m i l a r  r e s p u e s t a  m u l t i f a s i c a  de l a s  g e n t a m i c i n a s  en  l a  i n c e r p e r a c i o n  
de a m i n e a c i d o s  en d e s  s i s t e m a s  de s i n t e s i s ,  en  p e l i s e m a s  e n d o g e n e s  de 
E. c e l i  que a i a r g a n  s u s  c a d e n a s  n a c i e n t e s  o en  r i b e s e m a s  i n i c i a n t e s  
que t r a d u c e n  e l  RNA m e n s a j e r e  d e l  f a g e  R17 ( T a i  y D a v i s ,  1 9 7 9 ;  K ü h b e r -  
g e r  y  c o l s . ,  1 9 7 9 ) .  En ambes s i s t e m a s  l a  s i n t e s i s  e s  maxima a  b a j a s  
c e n c e n t r a c i e n e s  de  l a  d r o g a  y a u m e n ta  g r a d u a l m e n t e  a l  a u m e n t a r  l a  c e n -  
c e n t r a c i o n  de l a  misma,  h a s t a  t a l  p u n t e  que e n t r e  20 y 60 yuM l a  i n c o r -  
p o r a c i o n  t o t a l  en  e l  s i s t e m a  de  p e l i s e m a s  e s  t a n  a l t a  cemo en  a u s e n c i a  
d e l  a n t i b i o t i c e .  A p a r t i r  de e s t a  c o n c e n t r a t i o n  l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t î -  
d i c a  en  ambes s i s t e m a s ,  v u e l v e  a  d e c r e c e r .
La mas p l a u s i b l e  e x p l i c a t i o n  p a r a  e s t e  f enom eno ,  a n t i c i p a -  
d a m e n te  s u g e r i d a  p e r  D a v i e s  y D a v i s  en 1 96 8 ,  e s  que l a s  g e n t a m i c i n a s  
t i e n e n  mas de un  s i t i e  de a c c i o n  en  e l  r i b e s e m a .  La n e t a  e s t i m u l a c i o n  
de l a  t r a n s l e c a c i o n  ( e n  n u e s t r e  s i s t e m a )  e de l a  i n c e r p e r a c i o n  de  a m i -  
n e a c i d e s  ( e n  l e s  s i s t e m a s  de s i n t e s i s )  en  l a  segur ida  f a s e  de l a  c u r v a .
- 1 3 6 -
p o d r i a  s e r  v i s u a l i z a d a  como u n a  i n t e r a c c i o n  e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  s i -  
t i o s  de  f i j a c i d n  d e l  a n t i b i d t i c o  a l  r i b o s o m a ,  de t a l  modo que l a  f i -  
j a c i d n  a  l o s  s i t i o s  de b a j a  a f i n i d a d  r e v e r t i r i a  l a  i n h i b i c i d n  c a u s a -  
d a  p o r  l a s  m o l d c u l a s  d e l  a n t i b i d t i c o  f i j a d a s  a  l o s  s i t i o s  de a l t a  a f i ­
n i d a d .
Un t r a b a j o  p o s t e r i o r m e n t e  p u b l i c a d o  p o r  Z i e r h u t  y c o l s . . 
(1 9 7 9 )  d e m u e s t r a  que e s t e  modo m u l t i f â s i c o  de a c c i d n  e s  t a m b i é n  e x t e n ­
s i v e  a l  r e s t e  de l e s  a m i n e g l i c e s i d i c e s  que p e s e e n  a l  r e s i d u e  de 2 - d e e -  
x i e s t r e p t a m i n a  ( k a n a m i c i n a s ,  n e e m i c i n a s  e t c . )  c e n  e x c e p c i d n  de l a  h i -  
g r e m i c i n a  B. Segun l e s  a u t e r e s ,  l a s  p e s i b l e s  r a z e n e s  p a r a  e s t a  e x c e p ­
c i d n  s e  a p e y a n  en d i f e r e n c i a s  e s t r u c t u r a l e s  e n t r e  l a  h i g r e m i c i n a  B y 
e l  r e s t e  de l e s  c e m p u e s t e s  c e n  d e e x i e s t r e p t a m i n a ,  p e r  e j e m p l e ,  l a  N- 
- m e t i l a c i d n  de e s t e  r e s i d u e  en  l a  h i g r e m i c i n a  B e e l  h e c h e  de que t e n -  
g a  u n  s o l e  e n l a c e  g l i c o s i d i c e  en  l u g a r  de  d e s  cerne en  l e s  e t r e s  cem­
p u e s t e s .  E s t a  d i f e r e n c i a  de c e m p e r t a m i e n t e  de l a  h i g r e m i c i n a  B ne se  
h a  p u e s t e  de m a n i f i e s t e  en  n u e s t r e s  e n s a y e s ,  cemo s e  a p r e c i a  en  l a  
p r i m e r a  p a r t e  de R e s u l t a d e s .
La s e g u n d a  p a r t e  de n u e s t r e  t r a b a j e  c e n  l e s  a n t i b i d t i c e s  
a m i n e g l i c e s i d i c e s  h a  c e n s i s t i d e  en  c e m p r e b a r  que l a  i n h i b i c i d n  de l a  
t r a n s l o c a c i d n ,  e b s e r v a d a  en  un  s i s t e m a  m e d e lo ,  t a m b i é n  e c u r r e  en un  
s i s t e m a  mas f i s i e l d g i c e :  l e s  p e l i s e m a s  e n d d g e n e s  de E.  c e l i  que i n c e r -  
p o r a n  a m i n e a c i d o s  en  s u s  c a d e n a s  n a c i e n t e s .  La a d i c i d n  a  e s t e  s i s t e m a  
de l o s  a n t i b i d t i c e s  ( c e n  e x c e p c i d n  de  l a  e s t r e p t e m i c i n a  y l a  b l u e n s e ­
m i c i n a )  i n h i b e  l a  p e l i m e r i z a c i d n  y b l e q u e a  a l  p e p t i d i l - t R N A  en e l  s i ­
t i e  A. P e r  c e n s i g u i e n t e ,  e s t a s  d r e g a s  i n t e r f i e r e n  c e n  l a  t r a n s l o c a c i d n  
d e l  p e p t i d i l - t R N A , s i e n d e  e s t a  i n t e r f e r e n c i a  l a  c a u s a  (e  a l  menes u n a  
de  l a s  c a u s a s )  de su  e f e c t e  i n h i b i d e r  en  e l  c i c l e  de p e l i m e r i z a c i d n .
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Como y a  v im o s  en e l  c a p i t u l e  de I n t r e d u c c i o n  ( a p a r t a d e  
1 . 2 . 1 , 2 )  l e s  u l t i m e s  t r a b a j e s  p u b l i c a d e s  a l  r e s p e c t e ,  l e c a l i z a n  l e s  
s i t i e s  de f i j a c i d n  de l e s  a n t i b i o t i c e s  a m i n e g l i c e s i d i c e s  en  ambas s u b -  
u n i d a d e s  r i b e s o m i c a s ,  30S y 50S.
Les  t r a b a j e s  r e a l i z a d e s  en  n u e s t r e  l a b e r a t e r i e  p e r  S, Cam- 
p u z an o  s u g i e r e n  que l a  i n t e r a c c i o n  de l a  n e e m i c i n a  B y l a  k a n a m i c i n a  B 
c e n  l a  s u b u n i d a d  30S e s  l a  r e s p o n s a b l e  de l a  i n d u c c i o n  de e r r e r e s  en 
l a  l e c t u r a ,  m i e n t r a s  que l a  i n t e r a c c i o n  de e s t e s  a n t i b i o t i c e s  c e n  c u a l -  
q u i e r a  de  l a s  d e s  s u b u n i d a d e s  (30S 6 50S) c a u s a  l a  i n h i b i c i o n  de l a  
t r a n s l e c a c i o n ,  d e b i d e  p r e b a b l e m e n t e  a  que e s t e  p r e c e s e  i m p l i c a  un  
r e o r d e n a m i e n t e  c e e r d i n a d e  de ambas s u b p a r t i c u l a s •
I n d e p e n d i e n t e m e n t e  d e l  s i t i e  de  f i j a c i o n ,  y cemo y a  i n d i c a -  
mes a l  e s t u d i a r  e l  e f e c t e  de l a  h i g r e m i c i n a  B ( a p a r t a d e  I V . 1 . 8 ) ,  l a  
d e b l e  a c c i o n  de l e s  a n t i b i o t i c e s  que c e n t i e n e n  d e e x i e s t r e p t a m i n a  en 
l a s  e t a p a s  de  t r a n s l e c a c i o n  y de r e c e n e c i m i e n t e  d e l  a m i n e a c i l - t R N A ,  
s u g i e r e  u n a  e s t r e c h a  r e l a c i o n  e n t r e  l e s  c e m p e n e n te s  r i b e s o m i c e s  im- 
p l i c a d e s  en  c a d a  u n a  de e l l a s .
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I V . 3 .  I n c o r p o r a c i o n  en c a d e n a s  p e p t i d i c a s  d e l  Tyr-tHNA*^^^. f i . j a d o  
a  r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con  p o l i ( U )
r v . 3 . 1 .  I n t r o d u c c i o n
Hemos m en c io n a d o  en  r e p e t i d a s  o c a s i o n e s  que l o s  a n t i b i o t i -  
c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  i n d u c e n  e r r o r e s  en  l a  l e c t u r a  d e l  ra e n sa je  g e n é -  
t i c o .  D u r a n t e  l a  u l t i m a  d e c a d a  se  h a n  r e a l i z a d o  n u m e ro s o s  e s t u d i o s  
c o n c e r n i e n t e s  a l a  e s p e c i f i c i d a d  d e l  a m i n o a c i d o  e r r o n e a r a e n t e  c o d i f i -  
c a d o ,  a l a s  b a s e s  e s t r u c t u r a l e s  de l o s  a n t i b i o t i c e s  que i n d u c e n  su  i n ­
c e r p e r a c i o n ,  y a  l e s  c e m p e n e n te s  r i b e s o m i c e s  i m p l i c a t e s  en e l  c o n t r o l  
de l a  f i d e l i d a d  de l a  t r a d u c c i o n  (V a z q u e z ,  1979 y P e s t k a ,  1977;  r e v i ­
s i o n ) .  S i n  em bargo ,  l e s  m éc an ism e s  m e l e c u l a r e s  que c e n d u c e n  a  l a  i n ­
c o r p o r a t i o n  en  u n a  c a d e n a  p e p t i d i c a  de un  a m i n e a c i l - tR N A  e r r o n e a r a e n t e  
c e d i f i c a d e  p e r  e l  m e n s a j e r e ,  s e n  t o d a v i a  p e c e  c e n e c i d e s .
En n u e s t r e  l a b e r a t e r i e ,  s e  h a  e s t u d i a d e  r e c i e n t e m e n t e  p e r  
S. Campuzane l a  f i j a c i o n  de  un  a m i n e a c i l - tR N A  e r r o n e e  (T yr- tR N A ^^^)  a  
r i b e s e m a s  p r e g r a m a d e s  c e n  p o l i ( U ) ,  c e m p a r a n d e l a  c e n  l a  d e l  c e r r e c t a -  
m en te  c e d i f i c a d e  (Phe-tRNA^^®) .  Se h a  c em p reb a d e  que en  e s t a  f i j a c i o n  
e r r o n e a  d e b e n  e s t a r  p r é s e n t e s  ambas s u b u n i d a d e s  r i b e s o m i c a s ,  e l  f a c ­
t o r  de  p e l i m e r i z a c i d n  T, GTP, i e n e s  NH^ y u n  a n t i b i d t i c o  a m i n e g l i c e s i -  
d i c e , r s i e n d e  maxima a  u n a  c e n c e n t r a c i d n  de  Mg  ^ de 10 mM. A p e s a r  de 
l a s  s u g e s t i v a s  d i f e r e n c i a s  e n c e n t r a d a s ,  e l  m écan ism e de f i j a c i d n  d e l  
Tyr- tRNA^y^ p a r e c e  s e r  muy s i m i l a r  a l  d e l  a m i n e a c i l - tR N A  c e d i f i c a d e ,  
Phe-tRNA^^®.
Una v e z  f i j a d e  a  l e s  r i b e s e m a s ,  q u e d a b a  p e r  e l u c i d a r  come
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s e  c o m p o r t a  e l  a m in o a c i l - tR N A  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o  en  l a s  s i g u i e n -  
t e s  e t a p a s  d e l  c i c l o  de p e l i m e r i z a c i d n  que d a  l u g a r  a  l a  s i n t e s i s  de 
u n a  c a d e n a  p r e t e i c a .  P e r  e l l e ,  hemes f i j a d e  e l  Tyr- tRN A^^^  a  r i b e s e ­
mas p r e g r a m a d e s  c e n  p e l i ( U )  a  l e s  que ,  p r e v i a m e n t e ,  s e  h a b i a  f i j a d e  
AcPhe-tRNA en  e l  s i t i e  d e n a d e r ,  e s t u d i a n d e  a  c e n t i n u a c i d n  l a  f e r m a c i o n  
de e n l a c e  p e p t i d i c e  e n t r e  l e s  d e s  a m i n e a c i l - t R N A s  y l a  t r a n s l o c a c i d n ,  
en  p r e s e n c i a  d e l  f a c t o r  G, d e l  p e p t i d i l - t R N A  f e r m a d e .
I V . 3 . 2 .  La f i j a c i d n  d e l  Tyr- tRN A ^^^  t i e n e  l u g a r  en  e l  s i t i e  a c e p t e r  
d e l  r i b e s e m a
Les d a t e s  e b t e n i d e s  en  n u e s t r e  l a b e r a t e r i e  p e r  S. Campuza- 
n o ,  s u g e r i a n  que l a  f i j a c i d n  de Tyr-tRNA*^^^ a  r i b e s e m a s  p r e g r a m a d e s  
c e n  p o l i ( U )  e c u r r e  en  e l  s i t i e  a c e p t e r  y a  que d i c h a  f i j a c i d n  e s  f u e r -  
t e m e n t e  d e p e n d i e n t e  d e l  f a c t o r  T y de GTP y s e  i n h i b e  p e r  l a  t e t r a c i -  
c l i n a  (u n  a n t i b i d t i c o  que im p id e  e s p e c i f i c a m e n t e  l a  f i j a c i d n  a  e s t e  
s i t i e  r i b e s d m i c e ) .  S i n  em b arg o ,  l a  m e j e r  p r u e b a  de  que e l  T yr- tR N A ^^^  
se  f i j a  a l  s i t i e  a c e p t e r  en  u n a  p e s i c i d n  c e r r e c t a  c o n s i s t e  en  examir» 
n a r  su  c a p a c i d a d  p a r a  s e r  s u s t r a t e  a c e p t e r  de l a  r e a c c i d n  de l a  p e p t i -  
d i l - t r a n s f e r a s a .  P a r a  e l l e ,  r e a l i z a m e s  un  e x p é r i m e n t e  en e l  que p a r t i -  
mes de  r i b o s o m a s  d i r i g i d o s  p o r  p e l i ( U ) ,  a  l o s  que s e  f i j d  Ac [^^c] P h e -  
-tRNA^^® en  e l  s i t i e  A y que p o s t e r i o r m e n t e  s e  t r a n s l o c d  a l  s i t i e  P .  
E l  f a c t o r  G, e l  n u c l e o t i d e  de g u a n e s i n a  y e t r e s  c e m p u e s t e s  ne  f i j a d e s  
a  l e s  r i b e s e m a s ,  s e  e l i m i n a r e n  de l a  m e z c l a  de  r e a c c i d n  p e r  f i l t r a c i d n  
a  t r a v é s  de u n a  c e lu m n a  de S e p h a r e s a  6B. A c e n t i n u a c i d n ,  a l  c e m p l e j e  
r i b e s e m a - p e l i ( U )  • Ac [^^c] Phe-tRNA, s e  f i j d  ^ h] Tyr-tRNA*^^^ e b i e n
- 1 4 0 -
Phe-tRNA en p r e s e n c i a  de n e o m i c i n a  B o e s t r e p t e m i c i n a  a  l a s  c e n ­
c e n t r a c i e n e s  de 3 yuM y 4 yoM, r e s p e c t i v a m e n t e .  Una v e z  f i j a d e  e l  a m i ­
n o a c i l - t R N A  ( l e  c u a l  s e  cem prebo  f i l t r a n d e  u n a  a l i c u e t a  de l a s  mez- 
c l a s  a  t r a v é s  de f i l t r e s  de n i t r e c e l u l e s a )  s e  p r e c e d i o  a  l a  h i d r o l i -  
s i s  a l c a l i n a  de l a s  m e z c l a s  y d e s p u é s  de l a  a c i d i f i c a c i o n  c e n  HCl,  s e  
s o m e t i e r e n  a  e x t r a c i o n  c e n  a c e t a t e  de  e t i l e .  A pH a c i d e ,  l a  e x t r a c i o n  
en  e s t e  s e l v e n t e  o r g a n i s e  e s  s e l e c t i v a  p a r a  e l  Ac f  Phe y Ac Phe- 
- ( a a ) ^ ,  e s  d e c i r , l e s  c e m p u e s t e s  que t i e n e n  b l e q u e a d e  e l  -NHg t e r m i n a l  
( L e d e r  y B u r s z t y n ,  1 9 6 6 ) .  Les  p r e d u c t e s  e x t r a i d e s  s e  a n a l i z a r e n  p e r  
e l e c t r o f e r e s i s  en p a p e l .
Les  r e s u l t a d e s  e b t e n i d e s  s e  m u e s t r a n  e n  l a  T a b l a  4 . V I I I  y 
r e v e l a n  que en  p r e s e n c i a  de u n e  u  e t r e  a n t i b i o t i c e ,  a p r e x i m a d a m e n te  
l a  m i t a d  d e l  Ac j^^c] Phe-tRNA^^® f i j a d e  a  l e s  r i b e s e m a s  r e a c c i ô n o  c e n  
e l  [^ hJ Tyr-tRNA*^^^ d a n d e  l u g a r  a  Ac P h e - (  [^H] T y r  )^-tRNA"^^^. En 
c u a n t e  a l  Phe-tRNA, l e s  r e s u l t a d e s  de  l a  T a b l a  4 . V I I I  i n d i c a n  que 
d i c h o  s u s t r a t e  t a m b i é n  i n c o r p o r e  d e l  e r d e n  d e l  50% de  l a  r a d i a c t i v i -  
dad  p a r a  d a r  Ac P h e - (  P h e )^ - tR N A .  T e n i e n d e  en  c u e n t a  que
en p r e s e n c i a  de  l a  e s t r e p t e m i c i n a  ( a u n q u e  ne  de l a  n e e m i c i n a  B) se  
f i j e  l a  misma c a n t i d a d  de Tyr-tRNA que de Phe-tRNA ( v e r  l a  l e y e n d a  de 
l a  F i g u r a ) ,  l o s  r e s u l t a d e s  s u g i e r e n  que e s t e s  c e m p u e s t e s  s o n  i g u a l ­
m en te  b u e n o s  s u s t r a t e s  en  l a  r e a c c i o n  de l a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a .  P e r  
c e n s i g u i e n t e ,  d e d u j i m o s  que e l  a m i n e a c i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c e d i f i c a d e ,  
d e l  mismo mode que e l  c e r r e c t a m e n t e  c e d i f i c a d e ,  s e  f i j a  de f e r m a  c e ­
r r e c t a  en  e l  s i t i e  a c e p t e r  de l e s  r i b e s e m a s .
La T a b l a  4 . V I I I  t a m b i é n  m u e s t r a  que l a  a u s e n c i a  de  l e s  a n ­
t i b i o t i c e s  ne  i n c r e m e n t a  s i g n i f  i c a t i v a m e n t e  l a  c a n t i d a d  de Ac P h e -  
-tRNA^^® que f e r m a  o l i g e p é p t i d e s  c e n  e l  Phe-tRNA ( l i n e a  5 ) .
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T a b l a  4 . V I I I . -  S i n t e s i s  de A c e t i l - o l i g o p é p t i d o s  o b t e n i d a  p o r  l a  a d i -
c i ô n  de ^ h]  Tyr-tRNA'^^ ’^  o P h
p r e g r a m a d e s  c e n  p e l i ( U )  y A c r
Phe-tRNA a  r i b e s e m a s
Phe-tRNA^^® f i j a d o
en e l  s i t i e  P .
aa- tRNA A n t i b i o t i c e R a d i a c t i v i d a d  
ceme A c ^ ^ ^ c j p h e -
n=0 n = l




P hI Tyr-tRNA e s t r e p t e m i c i n a 52 30 8 10
Tyr-tRNA n e e m i c i n a  B 53 38 4 5
P h] Phe-tRNA e s t r e p t e m i c i n a 45 49 5 1
•5h] Phe-tRNA n e e m i c i n a  B 50 44 5 1
■5h Phe-tRNA n i n g u n e 37 52 8 3
E l  e n s a y e  se  r e a l i z e  cerne s e  d e s c r i b e  en  e l  t e x t e  ( I V . 3 . 2 ) .  
La m e z c l a  de t r a n s l e c a c i o n  d e l  AcPhe-tRNA a l  s i t i e  P (330  1) c e n t é -
n i a ,  adem âs  de l e  e s p e c i f i c a d e  en I I I . 2 . 2 . ,  27 ^260  r i b e s e m a s  p e r  
ml c em p le  j a d e s  c e n  8 pmel de  Ac Phe-tRNA^^® p e r  A2^q de r i b e s e m a s  
y 30 p e r  ml de EF-G. D e sp u é s  de  i n c u b a r  10 min a  309C, se  f i l t r e  
l a  m e z c l a  a  t r a v é s  de u n a  c e lu m n a  de S e p h a r e s a  6B ( a p a r t a d e  I I I . 1 . 6 . ) .  
Al c e m p l e j e  A c P h e - t R N A - r i b e s e m a . p e l i ( U ) , e l u i d e  de l a  c e lu m n a ,  s e  f i -  
j o  e l  a m i n e a c i l - tR N A  que se  i n d i c a  en  l a  T a b l a ,  en  m e z c l a s  de 125 
que c e n t e n i a n  KCl 40 mM, NH^Cl 35 mM, MgACg 10 mM, 2-I4E 5 mM, GTP 
0 , 1 3  mM, EF-T 14 yug/ml,  e s t r e p t e m i c i n a  4 / Æ  o n e e m i c i n a  B 3 >cM, 
[ ^ ^ T y r - t R N A ^ y ^  0 , 3 5  o b i e n  Phe-tRNA 0 , 3  yuM y 20 pmel de r i b e -
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T a b l a  4 . V I I I , -  ( c e n t i n u a c i o n ) .
somas con  7 , 8  pmol de Ac Phe-tRNA f i j a d o s .  D e sp u é s  de  i n c u b a r .10 
min a  309C, se  d e t e r m i n e  l a  c a n t i d a d  de a m i n e a c i l - tR N A  f i j a d e  a l e s  
r i b o s o m a s  en  un  a l i c u e t a  de 40 jjJ. de l a s  m e z c l a s  ( I I I . 1 . 1 . ) .  O t r a  
p e r c i o n  de 80 ju l  s e  s e m e t i o  a  h i d r o l i s i s  a l c a l i n a  y p o s t e r i o r m e n t e  a 
e l e c t r o f e r e s i s  en  p a p e l ,  s i g u i e n d e  e l  m étode  d e s c r i t e  en  I I I . 5. E l  
100% r e p r é s e n t a  2 6 0 0 -2 9 0 0  cpm de r e c u p e r a d a s  d e s p u é s  de l a  e l e c -  
t r e f e r e s i s .  La c a n t i d a d  de [^^hJ T y r - t R N A * ^ y  pH^Phe- tRNA f i j a d e  a  
l e s  r i b e s e m a s  f u é  de 0 , 3 0  y 0 , 2 7  m e l é c u l a s / r i b e s e m a  c e n  e s t r e p t e m i ­
c i n a  y 0 , 4 7  y 0 ,3 2  m e l é c u l a s / r i b e s e m a  c e n  n e e m i c i n a  B, r e s p e c t i v a m e n -  
t e .  En a u s e n c i a  de  l e s  a n t i b i o t i c e s  se  f i j a r e n  0 , 3 9  m e l é c u l a s  de 
p H j  P h e - t R N A / r i b e s e m a .
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S o r p r e n d e n t e m e n t e ,  en  p r e s e n c i a  de  l o s  a n t i b i o t i c e s ,  s e  o b s e r v e  u n a  
s i n t e s i s  de t r i p é p t i d e s  y o l i g o p e p t i d e s  m a y e r e s , s u s t a n c i a l m e n t e  s u ­
p e r i o r  c e n  p H j  Tyr-tRNA^^^^ que c e n  [^H] Phe-tRNA. La e x p l i c a t i o n  de 
e s t e  i n t e r e s a n t e  h e c h e  l a  e n c e n t r a r e m e s  en  l e s  s i g u i e n t e s  a p a r t a d e s ,
I V . 3 . 3 .  T r a n s l e c a c i o n  e s p o n t a n e a  d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c e ­
d i f i c a d e
Una v e z  f e r m a d e  e l  e n l a c e  p e p t i d i c e  e n t r e  l a  p e r c i o n  AcPhe 
d e l  AcPhe-tRNA^^® s i t u a d e  en  e l  s i t i e  r i b e s d m i c e  P y e l  Tyr- tRN A^^^  
f i j a d e  a l  s i t i e  A, d e c i d i m e s  i n v e s t i g a r  en  e l  misme s i s t e m a  e l  c e m p e r -  
t a m i e n t o  d e l  p r o d u c t s  de l a  r e a c c i d n  A cPhe-Tyr- tR N A ^^^  en l a  s i g u i e n -  
t e  e t a p a  d e l  c i c l e  de  p e l i m e r i z a c i d n ,  l a  t r a n s l o c a c i d n ,  y c e m p a r a r l e  
c e n  e l  d e l  d i p e p t i d i l - t R N A  c e r r e c t a m e n t e  c e d i f i c a d e  e l  A c ( P h e )2-tRNA^^^ 
Cemo l a  f i j a c i d n  d e l  T yr- tR N A^^^  r e q u i e r e  l a  p r e s e n c i a  de un  a n t i b i d ­
t i c o  a m i n e g l i c e s i d i c e  y l a  mayor  p a r t e  de e s t e s  c e m p u e s t e s  i n t e r f i e ­
r e n  c e n  l a  e t a p a  de t r a n s l o c a c i d n ,  u t i l i s â m e s  en  e s t e s  e x p é r i m e n t e s  
l a  e s t r e p t e m i c i n a ,  p e r  s e r  de t e d e s  e l l e s  e l  que p r é s e n t a  un  e f e c t e  
i n h i b i d e r  mas d e b i l  en  e s t a  e t a p a  de l a  s i n t e s i s  ( v e r  F i g u r a  4 . 1 3  y 
T a b l a  4 . V I I ) .
E l  e x p e r i m e n t s  s e  l l e v d  a  c ab o  t a l  ceme se  h a  e s p e c i f i c a d e  
en  e l  a p a r t a d e  a n t e r i o r .  P e r e  d e s p u e s  de l a  f i j a c i d n  de e b i e n .  [^1^ T y r -  
- t R N A ^ ^  e Phe-tRNA^^®, s e  p r e m e v id  l a  t r a n s l o c a c i d n  d e l  p e p t i d i l -  
-tRNA f e r m a d e , m e d i a n t e  l a  a d i c i d n  de EF-G y GTP, y  s e  d e t e r m i n d  su  
p e s i c i d n  p e r  l a  r e a c c i d n  c e n  l a  p u r e m i c i n a .  En p a r a l e l e  se  l l e v a r e n  
c o n t r ô l e s  de l e  r e a c c i e n a d o  c e n  l a  p u r e m i c i n a  en  a u s e n c i a  d e l  f a c t o r .
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a s i  como de l a  r a d i a c t i v i d a d  e x t r a i b l e  en  a u s e n c i a  de l a  p u r e m i c i n a  
( e s t e  u l t i m e ,  se  r e s t e  de t e d e s  l e s  v a l e r e s  e b t e n i d e s ) .
Los r e s u l t a d e s  e b t e n i d e s  se  m u e s t r a n  en  l a  T a b l a  4 . IX en  
l a  que o b se rv â m e s  q ue ,  d e s p u é s  de l a  f i j a c i o n  de [^H]Phe-tRNA^^® a  
l e s  r i b e s e m a s  que c e n t i e n e n  Ac j^^c] Phe-tRNA^^® en  e l  s i t i e  P, t a n  s o ­
l e  u n a  p e q u e h a  p a r t e  d e l  d i p e p t i d i l  f e rm a d o (A c  P h e -  Phe-tRNA^^®) 
r e a c c i e n o  c e n  l a  p u r e m i c i n a  en  a u s e n c i a  de  EF-G, i n d i c a n d e  que l a  ma­
y o r  p a r t e  de e s t e  c e m p u e s te  e s t a b a  l e c a l i z a d a  en e l  s i t i e  r i b e s d m i c e  
A ( T a b l a  4 - IX, l i n e a  2 ) .  La a d i c i d n  d e l  f a c t o r  G p re m e v id  l a  t r a n s l e -  
c a c i d n  c u a n t i t a t i v a  de e s t e  p e p t i d i l - t R N A  a l  s i t i e  P ,  p u e s t e  que t e d e  
e l  p r e d u c t e  m arc ad e  en  f i j a d e  a l  r i b e s e m a , r e a c c i e n d  c e n  l a  p u r e ­
m i c i n a  ( l i n e a  3 ) .  La T a b l a  4 . IX m u e s t r a  adem as que en p r e s e n c i a  de 
EF-G e l  m a t e r i a l  m a rc a d e  en  r e a c t i v e  c e n  l a  p u r e m i c i n a , f u é  d e s
v e c e s  s u p e r i o r  a l  m a rc a d e  e n  ( l i n e a  3 ) , l o  c u a l  i n d i c a  que a l g e
de p e l i m e r i z a c i d n  de  l a s  c a d e n a s  p e p t i d i c a s  t u v e  l u g a r  a n t e s  de que 
e l  d i p e p t i d i l - t R N A  f u e r a  l i b e r a d e  de  l e s  r i b e s e m a s  p e r  l a  p u r e m i c i n a .  
E s t a  i n t e r p r e t a c i d n  de l e s  r e s u l t a d e s  s e  c e r r e b o r d  a n a l i z a n d e  p e r  e -  
l e c t r o f e r e s i s  en  p a p e l  l a  n a t u r a l e z a  de l e s  p r e d u c t e s  que r e a c c i e n a -  
r e n  c e n  p u r e m i c i n a .  En l a  p a r t e  d e r e c h a  de  l a  T a b l a  4 . IX se  o b s e r v a  
que en s u  mayor  p a r t e  e s t e s  p r e d u c t e s  f u e r e n  Ac [^^C] P h e - (  [^ hJ  P h e ) ^ ^ ^ -  
- p u r e m i c i n a ,  t a l  corne e s p e r â b a m o s .
S i n  em bargo ,  l o s  r e s u l t a d e s  f u e r e n  s e r p r e n d e n t e s  a l  e s t u ­
d i a r  l a  t r a n s l o c a c i d n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c e d i f i c a d e .  E l  
Tyr- tRN A*^^  s e  f i j d  b i e n  a l  c e m p l e j e  Ac Phe-tRNA^^®• r i b e s e m a *  
• p o l i ( U ) ,  p e r e  en c o n t r a s t e  a l  p e p t i d i l - t R N A  c e d i f i c a d e  e l  c u a l  r e ­
q u e r r a  l a  p r e s e n c i a  de EF-G p a r a  s u  t r a n s l o c a c i d n ,  e l  Ac P h e -  
Tyr- tRN A^^^  s i n t e t i z a d o  d u r a n t e  l a  f i j a c i d n  d e l  Tyr-tRNA^
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T ab la  4 . I X . - F i j a c i o n  de pH ]  Phe-tRNA^^® y P h]  Tyr-iRNA^^^^ a l  oomple- 
j o  Ac Phe-tRNA ® - r i b o s o m a » p o l i ( U )  y r e a c c i o n  con 
l a  p u r o m i c i n a  de l o s  p r o d u c t o s  f o rm a d o s  d e s p u é s  de l a  
f i j a c i o n .
Ac [^‘^ c] P h e -  
-tRNA
pK] P h e -  
-tRNA
P h]  T y r -  
-tRNA
Ac P h e -  
- p u r .
. Ac P'*’C] P h e -
- ( a a ) n  i " P t i r
m o l é o u l a s / r i b o s o m a %
f i j a d e  a  
r i b e s e m a s 0 , 2 4 0 , 2 8 • •  mm ^ mm mm
r e a c t i v e  c e n  
p u r e m i c i n a 0 , 0 6 0 , 0 5 — —— — — — —  —  —
r e a c t i v e  c e n  
p u r e m i c i n a  
+ EF-G 0 , 2 4 0 , 5 9 — — — 16 84
f i j a d e  a 
r i b e s e m a s 0 , 1 7 0 , 2 2 mm mm mm mm ^ m  mm
r e a c t i v e  c e n  
p u r e m i c i n a 0 , 1 6 — —— 0 , 1 4 m m m m ^ m m m m m m
r e a c t i v e  c e n  
p u r e m i c i n a  
+ EF-G 0 , 1 6 —  —  — 0 , 1 6 57 43
E l  e x p é r i m e n t e  s e  r e a l i z e  t a l  cemo se  e x p l i c a  en  l a  T a b l a  
4 . V I I I ,  Una v e z  f i j a d e  e l  p î i j  Phe-tRNA e e l  [^h] Tyr-tRNA en  p r e s e n c i a  
de e s t r e p t e m i c i n a  4 >xM, en m e z c l a s  de r e a c c i o n  de 200 ^ul, s e  d e t e r m i ­
ne  e n  p e r c i e n e s  de 30 jjI  ( p e r  d u p l i c a d e )  l a  c a n t i d a d  de r a d i a c t i v i d a d  
y f i j a d a  a  l e s  r i b e s e m a s .  O t r a s  p e r c i e n e s  de  40 yul s e  s u p l e -  
r a e n t a r e n  c e n  0 , 5  mM de p u r e m i c i n a  y d e s p u é s  de i n c u b a r  a  3090 d u r a n t e  
10 m in  se  a h a l i z o  e l  Ac P h e - ( a a ) ^ ^ q - p u r e m i c i n a  s i n t e t i z a d o
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T a b l a  4 . I X . -  ( c o n t i n u a c i d n ) .
p o r  e x t r a c c i o n  a  pH 5 en a c e t a t e  de e t i l e .  P e r  u l t i m o ,  p e r c i e n e s  de 
100 jul s e  s u p l e r a e n t a r e n  c e n  0 , 5  mM de p u r e m i c i n a ,  0 , 1  mM de GTP y 
40 yVg/ml de  EF-G y d e s p u é s  de i n c u b a r  10 min a  3090 se  d e t u v e  l a  r e a c ­
c i o n  c e n  250 yul de  NaAc (pH 5 , 0 ) .  E l  Ac f ^ o j  P h e - (  [^h] a a ) ^ _ Q - p u r e m i c i -  
n a  s i n t e t i z a d o  se  e x t r a j e  c e n  0 , 6 5  ml de a c e t a t e  de e t i l e .  0 , 2  ml de 
l a  f a s e  o r g a n i s a  s e  c e n t a r e n  de l a  f e r m a  u s u a l  y 0 , 4  ml se  s o m e t i e r e n  
a  e l e c t r o f e r e s i s  en  a c e t a t e  de p i r i d i n a  (pH 3 , 5 )  ceme se  i n d i c a  en
I I I . 5 .  E l  100% r e p r é s e n t a  950 cpm y 740 cpm de r a d i a c t i v i d a d  ^^0 ,  r e ­
c u p e r a d a  d e l  p a p e l  e l e c t r e f e r é t i c e  en  l e s  e x p é r i m e n t e s  cenj^^n] P h e -  
-tRNA^^® y p n ]  Tyr-tRNA^^^^, r e s p e c t  i v a m e n t e .
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no p r é c i s é  d e l  f a c t o r  G p a r a  r e a c c i o n a r  co n  l a  p u r o m i c i n a .  La T a b l a  
4 . IX ( l i n e a  4 y 5) m u e s t r a  que  p r a c t i c a m e n t e  t o d o  e l  m a t e r i a l  
f i j a d o  a  l o s  r i b o s o m a s  y u n a  p a r t e  c o n s i d e r a b l e  d e l  m a t e r i a l  m arcado  
en  r e a c c i o n a r o n  co n  e l  a n t i b i o t i c e  en  a u s e n c i a  de EF-G. E s t e  r e -
s u l t a d e  s u g i e r e  que  d e s p u é s  de l a  s i n t e s i s ,  e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r e n e a -  
m en te  c e d i f i c a d e ,  A cP he-Tyr- tR N A ^^^  no quedo  r e t e n i d e  en  e l  s i t i e  A 
s i n e  q u e ,  s i n  l a  p a r t i c i p a c i o n  de EF-G, p a s o  a  e c u p a r  p r e s u m i b l e m e n t e  
e l  s i t i e  P .  De a c u e r d e  c e n  e s t a  s u p e s i c i o n ,  l a  a d i c i o n  d e l  f a c t o r  G 
ne  m o d i f i é e  l a  c a n t i d a d  de r a d i a c t i v i d a d  ( e ^H) l i b e r a d a  d e l  r i ­
bosoma p e r  l a  p u r e m i c i n a  ( l i n e a  6 ) .
E x i s t i a  l a  p e s i b i l i d a d  de que e l  r e s u l t a d e  o b t e n i d e  f u e r a  
d e b i d e  a  que e l  Ac P^C] PJie-tRNA^^® y e l  pH ]  Tyr- tRNA^^^ ne  h u b i e r a n  
f e r m a d e  e l  d i p é p t i d e  y l a  p u r e m i c i n a  r e a c c i e n a r a  p e r  s e p a r a d e  c en  e s ­
t e s  l i g a n d e s .  E s t a  p e s i b i l i d a d  f u é  d e s e c h a d a  a l  a n a l i z a r  p e r  e l e c t r e -  
f e r e s i s  e l  p r e d u c t e  de l a  r e a c c i o n  de l a  p u r e m i c i n a ,  y a  que a p r e x i m a ­
d am en te  l a  m i t a d  d e l  misme f u é  Ac P h e - (  T y r ) ^ _ j ^ - p u r e m i c i n a  
( l i n e a  6 ) .  Ademas h a y  que i n d i c a r  que en l a s  c e n d i c i e n e s  en  que se  h i -  
ze l a  e x t r a c c i o n ,  c e n  a c e t a t e  de e t i l e ,  e l  pHj T y r -^ p u re m ic in a  ne e r a  
e x t r a i b l e .
Se d eb e  h a c e r  h i n c a p i e  en  que e s  muy i m p r o b a b l e  que l a  
t r a n s l e c a c i o n  d e l  A cPbe-Tyr- tR N A ^^^  r é s u l t e r a  de u n a  c e n t a m i n a c i o n  
de  n u e s t r e  s i s t e m a  c e n  e l  f a c t o r  G, d e b i d a  a  u n a  i n c o m p l e t e  e l i m i n a -  
c i o n  d e l  mismo en  l a  f i l t r a c i o n  a  t r a v é s  de  l a  c e lu m n a  de S e p h a r e s a  6B, 
e a  l a  p r e s e n c i a  de  t r a z a s  d e l  f a c t o r  en  l a  p r e p a r a t i o n  de r i b e s e m a s  
e de E F - T , u s a d a  en  e l  e x p e r i m e n t s .  Las  s i g u i e n t e s  r a z e n e s  r e c h a z a n  
e s t a  s u p e s i c i o n :  a )  E l  d i p e p t i d i l - t R N A  c e r r e c t a m e n t e  c e d i f i c a d e ,  en 
u n a  m e z c l a  de r e a c c i o n  p a r a l e l a ,  ne  t r a n s l e c a b a  a  menes de que e l
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f a c t o r  G se  a fL ad ie ra  a l a  m e z c l a  ( l i n e a s  2 y 3 ) ,  b) l a  p r e p a r a c i o n  de 
EF-T u s a d a  en  e l  e x p é r i m e n t e  e r a  h e m e g én e a ,  ceme se  cem prebo  p e r  e l e c -  
t r e f e r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a , e n  d e d e c i l  s u l f a t e  s o d i c e  y c )  l a  
t r a n s l e c a c i o n  ne e n z i r a â t i c a  d e l  d i p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c e d i f i ­
cade ,  s e  o b s e r v e  en  r e p e t i d e s  e x p é r i m e n t e s  ne  s o l e  c e n  r i b e s e m a s  que 
h a b i a n  s i d e  t r a t a d e s  c e n  EF-G d u r a n t e  l a  f i j a c i o n  d e l  AcPhe-tRNA, s i ­
ne t a m b i é n  c e n  r i b e s e m a s  que f i j a r e n  AcPhe-tRNA d i r e c t a m e n t e  a l  s i t i e  
P y q u e ,  p e r  c e n s i g u i e n t e ,  ne  h a b i a n  s i d e  e x p u e s t e s  a l  f a c t o r .
Razonamos ademas que q u i z a s  e s t a  t r a n s l e c a c i o n  ne e n z i m a t i -  
c a  e c u r r i e r a  p e r  e l  d e s p r e n d i m i e n t e  a l  m ed ie  d e l  d i p e p t i d i l - t R N A  e r r e -  
n e a m e n te  c e d i f i c a d e  y  s u  s u b s i g u i e n t e  f i j a c i o n  a l  s i t i e  P d e l  r i b e s e ­
ma ( v e r  a p a r t a d e  s i g u i e n t e ) .  S i n  embargo e n  d a t e s  ne  p r e s e n t a d e s ,  com* 
p re b a m e s  que d e s p u é s  de f i j a r  T yr- tRN A^^^  a l  c e m p l e j e  AcPhe-tRNA• r i b e ­
sema* p e l i ( U )  , l a  a d i c i o n  a  l a  m e z c l a  de r e a c c i o n  de un  e x c e s e  de r i b e ­
semas ( c e m p l e j a d e s  c e n  p o l i ( U ) ) , n e  i n c r e m e n t o  l a  c a n t i d a d  de AcPhe-  
-T y r- tR N A ^y ^  r e a c t i v a  c e n  l a  p u r e m i c i n a ;  e s  d e c i r ,  ne  hube  p o s t e r i o r  
f i j a c i o n  de e s t e  l i g a n d e  a  l e s  r i b e s e m a s  c e n  e l  s i t i e  P v a c a n t e .  P e r  
e t r a  p a r t e , c e m p r e b a m o s  que e l  AcTyr-tRNA^^^ se  f i j a  muy p e b r e m e n t e  (y  
s o l e  en  p e s i c i e n e s  ne  r e a c t i v a s  c e n  l a  p u r e m i c i n a )  a  l e s  r i b e s e m a s  
p r e g r a m a d e s  c e n  p e l i ( U ) .
r v . 3 . 4 .  D e s p r e n d i m i e n t e  e s p o n t â n e o  d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  
c e d i f i c a d e  d e l  r i b e s e m a
En t e d e s  l e s  e x p é r i m e n t e s  de f i j a c i o n  d e l  Tyr- tRNA^^^ a  ri< 
b esem as  que c e n t e n i a n  Ac [^^c] Phe-tRNA^^®, h a b ia m e s  e b s e r v a d e  que d e s -
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p u é s  de l a  f i j a c i o n  d e c r e c i a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  ( e n t r e  un  30 y un  40%) 
l a  c a n t i d a d  de m a t e r i a l  m arcado  en  f i j a d o  a  l o s  r i b o s o m a s .  E s t e
e f e c t o ,  que quedo p a t e n t e  en  e l  e x p é r i m e n t e  de l a  T a b l a  4 . IX ( c o m p a r a r  
l a s  l i n e a s  1 y 4 ) , s e  m u e s t r a  c e n  mas d e t a l l e  en  l a  F i g u r a  4 . 1 6 .  E s t a  
F i g u r a  r e p r é s e n t a  l a  c i n é t i c a  de f i j a c i o n  de Tyr- tRN A^^^  y de 
[^H] Phe-tRNA^^®, en  m e z c l a s  p a r a l e l a s ,  a  r i b o s o m a s  que c o n t e n i a n  
A c [^^Cj Phe-tRNA^^® en  e l  s i t i o  P y l a  r e t e n c i o n  p o r  l o s  mismos d e l  ma­
t e r i a l  m arc ad o  con Observamos que l a  f i j a c i o n  de ambos a m i n o a c i l -
-tRNAs a l  r ib o s o m a »  t r a n s c u r r e  p a r a l e l a m e n t e .  S i n  em bargo ,  d u r a n t e  l a  
f i j a c i o n  d e l  s u s t r a t o  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o ,  T y r- tR N A ^^^ ,  p a r t e  de 
l a  r a d i a c t i v i d a d  se  d e s p r e n d i o  de l o s  r i b o s o m a s  y ,  p o r  c o n s i g u i e n -
t e ,  no quedo  r e t e n i d o  en  l o s  f i l t r o s  H i l l i p o r e .  E s t e  d e s p r e n d i m i e n t o  
t u v o  l u g a r  en  l o s  p r i m e r a s  m i n u t e s  de l a  r e a c c i o n ,  cuando  l a  v e l o c i d a d  
de f i j a c i o n  d e l  Tyr- tRN A^^^  e r a  maxima, y no se  o b s e r v é  en  l a  f i j a c i é n  
d e l  a m i n o a c i l - t R N A  c e r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o  [ ^hJ  Phe-tRNA^^®.
D é c i d i o n s  i n v e s t i g a r  s i  l o s  p r o d u c t o s  m a rc a d o s  en  
( c u a l q u i e r a  que f u e r a  s u  n a t u r a l e z a )  se  d e s p r e n d i a n  d e l  r i b o s o m a  a s o -  
c i a d o s  a  tRNA o b i e n  p a s a b a n  a l  m ed io  p o r  e f e c t o  de a l g u n a  a c c i é n  h i -  
d o l i t i c a  que r o r a p i e r a  e l  e n l a c e  e s t e r  e n t r e  e l  a m i n o a c i d o  o p é p t i d o  y 
e l  tRNA. P a r a  e l l e ,  r e a l i z a m e s  un  e x p e r i m e n t o  de f i j a c i é n  de j^^H^Tyr- 
- tRNA^y^ a  r i b o s o m a s  c o m p l e j a d e s  con  Ac |^^c]Phe-tRNA^^® en  e l  s i t i o  P, 
y  a  d i s t i n t o s  i n t e r v a l e s  de t i e m p o , a n a l i z a m o s  en  e l  f i l t r a d o  e l  m a t e ­
r i a l  p r e c i p i t a b l e  en  a c i d e  t r i c l o r o a c é t i c o  f r i e  a l  10%. En l a  T a b l a -  
4 . x  se  o b s e r v a  que t o d a  l a  r a d i a c t i v i d a d  p r é s e n t e  en  e l  f i l t r a d o
e s t a b a  u n i d a  p r e s u m i b l e m e n t e  a  tRNA, p u e s t e  que p r é c i p i t é  c u a n t i t a t i -  
v a m e n te  en  TCA f r i e .


















TIEMPO (m in )
F i g u r a  4 . 1 6 . -  E f e c t o  de l a  f i j a c i o n  de  [^ h] Phe-tRNA^^® o [^h] T y r -
-tRNA^y^ a l  s i t i o  r i b o s o m i c o  A, en l a  r e t e n c i o n  p o r  l o s
r i b o s o m a s  d e l  Ac [^^Cj Phe-tRNA"^^® s i t u a d o  en e l  s i t i o  P .  
E l  e x p e r i m e n t o  se  l l e v o  a  c ab o  de f o rm a  s i m i l a r  a l  de 
l a  T a b l a  4 . IX. E l  [^ h]  a m i n o a c i l - t R N A  f i j a d o  a l  c o m p l e j o  
Ac [^^C] P h e - t R N A ^ ^ ® « r i b o s o m a * p o l i ( U ) , s e  d e t e r m i n e  a  l o s  
t i e m p o s  i n d i c a d o s  en  a l i c u o t a s  de  30 yul de l a  m e z c l a ,  
p o r  f i l t r a c i o n  a  t r a v é s  de f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a .  Los 
s i m b o l o s  r e p r e s e n t a n ;  (0 )  f i j a c i o n  de [^ h]  Phe-tRNA^^®; 
( • )  f i j a c i o n  de Tyr-tRNA*^^^; (□) o ( ■ ) ,  m a t e r i a l  
m arcado  con que p e rm a n e c e  en  l o s  r i b o s o m a s  d e s p u é s  
de f i j a r  e l  [^H] Phe-tRNA^^® o [ ^ h]  Tyr-tRNA*^^^.
Phe
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T a b l a  4 . X . -  A n à l i s i s  p o r  p r e c i p i t a c i o n  en TCA 10% f r i o  de l o s  p r o d u c ­
t o s  m a rc a d o s  con  d e s p r e n d i d o s  a l  f i j a r  T y r -
-tRNA^^^ a l  comple  jo  Ac [^^c] P h e - t R N A ^ ^ ® * r i b o s o m a « p o l i ( U ) .
Tiempo
i n c u b a c i o n
P h]  Tyr-tRNA 
f i j a d o
P r o d u c t o s  m a rc a d o s  con 14c
D e s p r e n d i d o F i l t r a d o
(B r a y )
P r e c i p i t a b l e  
en TCA f r i o
min p r a o l / r i b o s o m a % cpm
1 0 , 2 5 1 8 , 1 843 1010
2 0 ,3 2 2 6 , 4 989 1185
5 0 , 4 4 4 1 ,6 1419 1617
La f i j a c i o n  de pH] Tyr-tRNA a l  c o m p l e j o  se  r e a l i z e  en  p r e ­
s e n c i a  de e s t r e p t e m i c i n a  6 u^M en m e z c l a s  de 0 , 4 8  ml como se  d e s c r i b e  
en I I I . 5. A l o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s ,  s e  d e t u v o  l a  r e a c c i o n  en p e r c i e n e s  
de 0 , 1 5  ml de  l a  m e z c l a  t a l  como se  i n d i c a  en  M e to d o s .  En u n a  p a r t e  
d e l  f i l t r a d o  ( 0 , 3 5  ml)  s e  d e t e r m i n e  l a  r a d i a c t i v i d a d  p o r  e l  método 
u s u a l  de c o n t a j e  y a  o t r a  p o r c i o n  ( 1 , 2 5  ml) s e  a n a d i o  0 ,1 2 5  ml de TCA 
100% y 200 }xg de BSA. E l  p r e c i p i t a d o  se  a n a l i z d  p o r  f i l t r a c i o n  en 
GP/A. E l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  m a t e r i a l  m arcad o  en ^^C se  m id io  p o r  l a  
d i s m i n u c i o n  de  r a d i a c t i v i d a d  f i j a d a  a  l o s  f i l t r o s  M i l l i p o r e . y  e l  100% 
r e p r é s e n t a  0 , 2 3  pmol p o r  r i b o s o m a .
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p r o d u c t o s  p r e c i p i t a d o s  en TCA f r i o  e r a n  s o l u b l e s  en  TCA c a l i e n t e  a l  
10%, p o r  l o  c u a l  d e s c a r t a m o s  l a  p e s i b i l i d a d  de que e s t e s  p r o d u c t o s  
no e s t u v i e r a n  a s o c i a d o s  a  tRNA s i n e  que f u e r a n  c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s  
de g r a n  l o n g i t u d ,  l i b r e s  de tRNA,que t a m b i e n  p r e c i p i t a n  en  TCA f r i o .
S e g u id a m e n te  a n a l i z a m o s  p o r  l a  t é c n i c a  de e l e c t r o f e r e s i s  
en  p a p e l  l a  c o m p o s i c i o n  d e l  m a t e r i a l  d e s p r e n d i d o  de l o s  r i b o s o m a s  y 
l a  d e l  que p e rm a n ec e  f i j a d o  a  l o s  m ism os .  P a r a  e l l e ,  en  un  e x p e r i m e n ­
t o  de f i j a c i d n  s i m i l a r  a  l o s  d e s c r i t o s  se  r e c u p e r d  e s t e  m a t e r i a l  de 
l o s  f i l t r a d o s  y de l o s  f i l t r o s  M i l l i p o r e ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  s e  s o m e t i d  
a  h i d r d l i s i s  a l c a l i n a  y  se  a n a l i z d  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  p a p e l  ( v e r  
a p a r t a d o  I I I . 5.  de  M é t o d o s ) .
Los r e s u l t a d o s  s e  r e p r e s e n t a n  en  l a  F i g u r a  4 . 1 7 .  E l  c a l c u ­
l e  de l a s  p r o p o r c i o n e s  r e l a t i v a s  de l o s  c o m p u e s to s  a n a l i z a d o s  en  l a  
e l e c t r o f o r e s i s ,  se  r e a l i z d  en  f u n c i d n  de l a s  cpm de ^^C, d e b i d o  a 
l a  b a j a  e f i c i e n c i a  d e l  t r i t i o  en e l  p a p e l  e l e c t r o f o r é t i c o . En l a  F i ­
g u r a  4 . 1 7 ,  o b se rv a m o s  que l a  f i j a c i d n  de [^ h [Ty r - t R N A * ^ p r o v o c d  que 
e l  40% de l o s  p r o d u c t o s  m a rc a d o s  en  s e  d e s p r e n d i e r a n  d e l  r i b o s o ­
ma, f u n d a m e n t  a im e n t  e como Ac [^^c] Phe-[^^h | T y r - tR N A ^^^ .  Del  m a t e r i a l  
que p e r m a n e c i d  f i j a d o  a  l o s  r i b o s o m a s  a p r o x im a d a m e n te  e l  60% e r a  
Ac [^^C] Phe-tRNA y e l  r e s t e  e s t a b a  en  f o rm a  de  Ac [^^c] P h e - (  T y r ) ^ ^ ^ -  
- tRNA^y^,  l o  c u a l  e s t a  de a c u e r d o  con  l a  c o m p o s i c i d n  de l o s  p r o d u c t o s  
que r e a c c i o n a r o n  con  l a  p u r o m i c i n a , m o s t r a d a  en  l a  T a b l a  4 . IX ( l i n e a  6 ) .  
P o r  o t r a  p a r t e ,  mas de u n a  3-  p a r t e  de e s t e  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n ­
t e  c o d i f i c a d o  t i e n e  d o s  o mas r e s i d u e s  de t i r o s i n a ,  d e m o s t r a n d o  que 
u n a  p a r t e  s u s t a n c i a l  de l a s  m e l é c u l a s  d e l  p e p t i d i l - t R N A  f i j a d o  a  l o s  
r i b o s o m a s ,  h a  s u f r i d o  mas de un  c i c l o  de t r a n s l e c a c i o n  e s p o n t a n e a .
La F i g u r a  4 .1 7  t a m b i é n  m u e s t r a  l o s  r e s u l t a d o s  e b t e n i d e s  en
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AA = Tyr = Phe = Phe,+EF-G
F i g u r a  4 . 1 7 . -  A c [ ^ ^ c ] p h e - (  [^h]  aa)^_^Q-tRNA f i j a d o  ( f )  y  d e s p r e n d i d o  (d )  
d e l  r i b o s o m a ,  d e s p u é s  de l a  f i j a c i o n  de  [^H] Tyr- tRN A^^^
0 Phe-tRNA^^® a l  c o m p le jo  Ac [^^C] Phe- tR N A *ribosom a*  
. p o l i ( U ) .  La f i j a c i o n  de [^h] aa-tRNA a l  c o m p le jo  r i b o s o ­
mico en  p r e s e n c i a  de e s t r e p t e m i c i n a  6 y e l  a n a l i s i s  
de l o s  p r o d u c t o s  f i j a d o s  y d e s p r e n d i d o s  d e l  r i b o s o m a , se  
r e a l i z a r o n  como se  d e s c r i b e  en  I I I . 5. D esp u é s  de f i j a r  
e l  [^h] Phe-tRNA^^®, s e  a ü a d i o  u n a  p o r c i o n  de 150 jml de 
e s t a  m e z c la ,  30 yug/ml de EF-G y 0 , 1  mM de GTP, c o n t i n u a n -  
do l a  i n c u b a c i o n  5 min a  309C, E l  100% r e p r é s e n t a  l a  s u -  
ma de  l a  r a d i a c t i v i d a d  r e t e n i d a  en  l o s  f i l t r o s  Mi­
l l i p o r e  mas l a  e n c o n t r a d a  en  l o s  f i l t r a d o s ,  4 2 8 0 -4 4 4 0  
cpm, que su p o n e  e l  97-100%  de l a  r a d i a c t i v i d a d  p r e -
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F i g u r a  4 . 1 7 . -  ( c o n t i n u a c i d n ) ,
14,
- (  r^Hl ; ( 0 )  Ac [14c] P h e - ^ h]  a a ;  ( □ )  Ac [14c] Phe
s e n t e  en  l a s  m e z c l a s  de  r e a c c i d n .  ( ■ )  Ac [  c ] P h e -
‘3tt1 . (  r m \  Art -DV, P r tr t .  / r-i \ A rtPf^-
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e l  e x p e r i m e n t o  c o n t r o l  l l e v a d o  a  cabo  con  e l  I HiPhe-tRNA . En e s t e  
c a s o  mas d e l  90% de l a  r a d i a c t i v i d a d  p e r m a n e c id  u n i d a  a  l o s  r i b o ­
somas y c o n s i s t i a  p r i n c i p a l m e n t e  en  Ac P h e-[]^ h]  Phe-tRNA^^® ; de
e s t e  d i p é p t i d e  t a n  s o l o  u n  12% f u é  o b j e t o  de u n a  p o s t e r i o r  p o l i m e r i z a -  
c i d n .  Como e r a  de e s p e r a r  l a  p e l i m e r i z a c i d n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  c o d i f i ­
c ad o  s e  l o g r d  a l  a f i a d i r  e l  f a c t o r  G a l  s i s t e m a  ( F i g u r a  4 . 1 7 ) .  Debemos 
t e n e r  en  c u e n t a  que l a  p r o p o r c i d n  de o l i g e p é p t i d e s  l a r g o s  en  e s t e  c a ­
so  e s t a  s u b e s t i m a d a ,  y a  que como s e n a l a m o s  en e l  a p a r t a d o  I I I .  5 l a  e -  
f i c i e n c i a  de l a  e x t r a c c i d n  p o r  NH^OH d e l  m a t e r i a l  f i j a d o  à  l o s ’ f i l t r o s  
e s  s e n s i b l e m e n t e  m ener  eh  e l  c a s o  de e s t e s  o l i g e p é p t i d e s .
Los r e s u l t a d o s  p r e s e n t a d e s  n o s  p e r m i t e n  c o n c l u i r  que l a  
t r a n s l o c a c i d n  e s p o n t a n e a  y e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  r i b o s o m a , p a r e c e n  
s e r  c a r a c t e r i s t i c a s  d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o .  P r o b a -  
b l e m e n t e  e s t e  l i g a n d o  e s t a  r e t e n i d o  d e b i l m e n t e  en  e l  s i t i o  A y s e  mue- 
v e  co n  f a c i l i d a d ,  b i e n  s e a  a l  s i t i o  P o a l  m e d io .  La p e s i b i l i d a d  de 
que n u e s t r e  s i s t e m a  p u d i e r a  i n d u c i r  de raanera  a r t e f a c t u a l  e l  d e s p r e n ­
d i m i e n t o  de  c u a l q u i e r  p e p t i d i l - t R N A  d u r a n t e  l a  t r a n s l o c a c i d n ,  q u e d a  
d e s c a r t a d a  a l  no o b s e r v a r s e  e s t e  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  r i b o s o m a  en l a  
t r a n s l o c a c i d n  p r o m o v id a  p o r  EF-G d e l  p e p t i d i l - t R N A  c e r r e c t a m e n t e  c o ­
d i f i c a d o  ( F i g u r a  4 . 1 7 ) .
I V . 3 . 5 .  E f e c t o  de  l a  v i o m i c i n a  y o t r o s  a n t i b i d t i c e s  en  e l  d e s p r e n ­
d i m i e n t o  e s p o n t â n e o  y en  l a  t r a n s l o c a c i d n  no e n z i m â t i c a  
d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o
N u e s t r e  s i g u i e n t e  p r o p d s i t o  f u é  e s t u d i a r  e l  e f e c t o  de d i -
- 1 56 -
v e r s o s  a n t i b i d t i c o s  en  l a s  d o s  n o t a b l e s  c a r a c t e r i s t i c a s  d e l  p e p t i d i l -  
-tRNA e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o  ( s u  l i b e r a c i d n  e s p o n t a n e a  d e l  r i b o s o m a  
y l a  t r a n s l o c a c i d n  no e n z i m â t i c a ) ,  e s p e r a n d o  o b t e n e r  d a t e s  que n o s  
a y u d a r a n  a  e x p l i c a r  l o s  h e c h o s  o b s e r v a d o s .
Ensayam os en  p r i m e r  l u g a r  e l  e f e c t o  de t r è s  p o t e n t e s  i n h i -
b i d o r e s  de  l a  f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o ;  l a  v e r n a m i c i n a  A, l a
e s p a r s o m i c i n a  (V a z q u e z ,  1979)  y l a  h i g r e m i c i n a  A (M^ C. G u e r r e r o ,  c o -
m u n i c a c i d n  p e r s o n a l ) .  En t r a b a j e s  p r e v i o s  de  n u e s t r e  l a b o r a t o r i o ,  s e  
comprobd que n in g u n o  de e s t e s  a n t i b i d t i c o s  im p id e  l a  f i j a c i d n  d e l  am i­
n o a c i l - t R N A  c e r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o  a l  s i t i o  A. S i n  em bargo ,  como se  
o b s e r v a  e n  l a  T a b l a  4 . XI t o d o s  e l l e s  i n h i b i e r o n  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  
f i j a c i d n  de T yr - tR N À ^^^ ,  y adem âs  i m p i d i e r o n  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  
d e l  m a t e r i a l  m arcad o  con  d e l  r i b o s o m a .
P o r  u l t i m e  l a  T a b l a  4 . XI t a m b i e n  m u e s t r a  e l  e f e c t o  de l a  
v i o m i c i n a .  E s t e  a n t i b i d t i c o  e s  un  p o t e n t e  i n h i b i d e r  de l a  t r a n s l o c a ­
c i d n  r i b o s d m i c a  e i n t e r f i e r e '  con  e s t e  p r o c e s o  i m p i d i e n d o  l a  s a l i d a  
d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  A ( M o d o l e l l  y V â z q u e z ,  1 9 7 7 ) .  En n u e s t r e  
e n s a y o  l a  v i o m i c i n a ,  como l o s  i n h i b i d e r e s  de l a  f o r m a c i d n  d e l  e n l a c e  
p e p t i d i c o ,  i n h i b i d  f u e r t e m e n t e  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  m a t e r i a l  m a r c a ­
do co n  ^ ^ C , p e r o  a  d i f e r e n c i a  de e l l e s ,  e s t e  e f e c t o  i b a  acorapanado de 
u n a  e s t i m u l a c i d n  de  l a  f i j a c i d n  d e l  t i r o s i l - t R N A .
S e g u id a m e n te  r e a l i z a m o s  u n  e s t u d i o  mâs d e t a l l a d o  d e l  e f e c ­
t o  de  e s t e s  a n t i b i d t i c o s ,  a n a l i z a n d e  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  p a p e l  l o s  
p r o d u c t o s  s i n t e t i z a d o s  a l  f i j a r  e l  Tyr- tR N A ^^^  en  p r e s e n c i a  de l a  
v i o m i c i n a  o l a  v e r n a m i c i n a  A.
La T a b l a  4 . X I I  m u e s t r a  que ambos a n t i b i d t i c o s  ( t a l  como 
h a b ia m o s  e b s e r v a d e  en  e l  e x p e r i m e n t o  a n t e r i o r )  i m p i d i e r o n  e f i c i e n t e -
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T a b l a  4 . X I , -  E f e c t o  de v a r i o s  a n t i b i d t i c o s  en  l a  f i j a c i d n  de
-tRNA^y^ a l  c o m p l e j o  Ac P h e - tR N A » r ib o s o m a * p o l i ( U )  y 
en e l  d e s p r e n d i m i e n t o  de l o s  p r o d u c t o s  m a rc a d o s  con
A n t i b i d t i c o
a f ia d id o
P e p t i d i l - t R N A
d e s p r e n d i d o
P h]  Tyr-tRNA 




V e r n a m i c i n a  A 1 2 , 9 43
H i g r e m i c i n a  A 8 ,  6 37
E s p a r s o m i c i n a 0 , 7 60
V i o m i c i n a 0 , 0 186
La f i j a c i d n  se  l l e v d  a  cabo  en  m e z c l a s  de 48 yol,  en  p r e ­
s e n c i a  de  e s t r e p t e m i c i n a  6 yuM y d e l  a n t i b i d t i c o  i n d i c a d o  en l a  T a b l a  
a  l a  c e n c e n t r a c i d n  de 10 j jM ,  E l  p e p t i d i l - t R N A  d e s p r e n d i d o  s e  m id id  
p o r  e l  d e c r e c i m i e n t o  de  l a  r a d i a c t i v i d a d  r e t e n i d a  en  l o s  f i l t r o s  
M i l l i p o r e .  E l  100% r e p r é s e n t a  0 , 1 8  m o l d c u l a s  de m a t e r i a l  m arcad o  con  
^ ^ C / r i b o s o m a  y 0 , 3  m o l d c u l a s  de  pH*] T y r - t R N A * ^ f  i j a d o / r i b o s o m a .
- 158 -
T a b l a  4 . X I I . -  I n h i b i c i o n  p o r  v e r n a m i c i n a  A y v i o m i c i n a  d e l  d e s p r e n d i ­
m ie n t o  d e l  Ac p ^ c ]  P h e - (  p n ]  T yr)^_^- tR N A'^^^  de l o s  r i b o ­
som as;  c o m p o s i c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  f i j a d o  a  r i b o s o m a s .
F i j a d o  a  r i b o s o m a s
A n t i b i d t i c o P e p t i d i l - t R N A
d e s p r e n d i d o
AcPhe-
-tRNA
A c P h e -T y r -
-tRNA





V i o m i c i n a 6 33 55 6
V e r n a m i c i n a  A 12 83 1 4
La f i j a c i o n  de [ ^ ^ T y r - t R N A ^ ^ ^  a l  comple  j o  Ac p ^ c ]  P h e -  
- tR N A ^ ^ ® * r ib o so m a * p o l i (U )  en  p r e s e n c i a  de e s t r e p t e m i c i n a  6 ^ ( y  v i o ­
m i c i n a  0 v e r n a m i c i n a  cuan d o  s e  i n d i c a )  se  d e t a l l a  en  I I I . 5. 21 p e p t i -  
d i l - t R N A  que p e r m a n e c id  en  l o s  f i l t r o s  se  e x t r a j o  y  a n a l i z d  como se  
i n d i c a  e n  e l  m é to d o .  E l  100% r e p r é s e n t a  4570 cpm de r a d i a c t i v i d a d  
que é q u i v a l e  a  0 , 2  m o l d c u l a s  de p e p t i d i l - t R N A / r i b o s o m a .
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m ente  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  m a t e r i a l  m a rcado  con  s i n  embargo
e s t a  p r o t e c c i o n  s e  d e b i o  a  d i s t i n t a  c a u s a .
En e f e c t o ,  l a  v e r n a m i c i n a  A que en  e s t e  e x p é r i m e n t e  r e d u jo  
l a  f i j a c i o n  d e l  Tyr- tRN A^^^  a  un  61% d e l  c o n t r o l  s i n  a n t i b i o t i c o ,  i n -  
h i b i o  c a s i  p o r  c o m p l e t e  l a  f o r m a c i o n  d e l  e n l a c e  p e p t i d i c o  e n t r e  e l  
Tyr-tRNA^y^^ f i j a d o  en  e l  s i t i o  A y e l  AcPhe-tRNA^^® s i t u a d o  en  e l  P ,  
y a  que l a  mayor  p a r t e  ( e l  94%) de l a  r a d i a c t i v i d a d  f i j a d a  a  l e s  
r i b o s o m a s , n o  e s t a b a  a s o c i a d a  a  r a d i a c t i v i d a d  E s t e  r e s u l t a d o  i n d i -  
c a  que l o s  a n t i b i o t i c o s  i n h i b i d o r e s  de l a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a ,  i m p i -  
d en  e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  m a t e r i a l  m arcad o  en  d e l  r i b o s o m a ,  muy 
p r o b a b l e m e n t e  p o r  i n h i b i r  l a  f o r m a c i o n  d e l  Ac P h e - p H ] T y r - t R N A ^ ^ ^  
y no p o r  e s t a b i l i z a r  e s t e  l i g a n d o  en  e l  r i b o s o m a .
En e l  c a s o  de l a  v i o m i c i n a ,  l a  T a b l a  4 . X I I  m u e s t r a  que d i -  
cho a n t i b i o t i c o  f a v o r e c i o  l a  a c u m u l a c i o n  d e l  d i p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a -  
m en te  c o d i f i c a d o  en  e l  r i b o s o m a ,  p e r o  a  p e s a r  de e s t a  a c u m u l a c i o n ,  a -  
p e n a s  s e  s i n t e t i z a r o n  t r i p é p t i d o s  y o l i g o p é p t i d o s  de  mayor l o n g i t u d ,  
i n d i c a n d o  que l a  v i o m i c i n a  ademâs d e l  d e s p r e n d i m i e n t o ,  i n h i b i d  l a
/
t r a n s l o c a c i o n  nn  e n z i m â t i c a  d e l  A cP he -T y r - tR N A ^^^ .
I V . 5 . 5 . 1 .  P o l i m e r i z a c i o n  p r o m o v id a  p o r  EE-G d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o -  
n e a m e n te  c o d i f i c a d o ,  en  p r e s e n c i a  de l a  v i o m i c i n a
Los d a t o s  o b t e n i d o s  c o n  l a  v i o m i c i n a ,  n o s  h i c i e r o n  p e n s a r  
que q u i z a s  e s t e  a n t i b i o t i c o  f o r t a l e c i e r a  l a  i n t e r a c c i d n  d e l  d i p e p t i -  
d i l - t R N A  e r r o n e o  co n  e l  s i t i o  A e n  u n  g r a d o  s u f i c i e n t e  p a r a  b l o q u e a r  
e l  d e s p r e n d i m i e n t o  e s p o n t a n e o  y l a  t r a n s l o c a c i o n  no e n z i m a t i c a  ( T a b l a
—160—
4 . X I I ) ,  p e r o  no l o  b a s t a n t e  p a r a  i m p e d i r  l a  t r a n s l o c a c i o n  en  p r e s e n ­
c i a  de  EF-G y GIF.
P a r a  c o m p ro b a r  e s t a  s u p o s i c i o n ,  e s t u d i a m o s  e l  e f e c t o  d e l  
a n t i b i o t i c o  y de EF-G en  l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  en  e l  c o m p le jo  
AcPhe-tRNA• r ib o so m a*  p o l i ( U ) , p r o m o v id a  p o r  Tyr-tRNA*^^^. La T a b l a  
4 . X I I I ,  l i n e a s  3 y 4 ,  d e m u e s t r a  que  n u e s t r o  r a z o n a m i e n t o  f u e  c o r r e c t o .  
En p r e s e n c i a  de l a  v i o m i c i n a ,  l a  a d i c i o n  de EF-G a l  s i s t e m a  e s t i m u l a  
f u e r t e m e n t e  l a  s i n t e s i s  de t r i p é p t i d o s  y p é p t i d o s  m a y o r e s .  D e l  t o t a l  
de d i p é p t i d o s  f o r m a d o s ,  t a n  s o l o  un  8% s i g u e  e l o n g a n d o  en  a u s e n c i a  
d e l  f a c t o r ,  m i e n t r a s  que en s u  p r e s e n c i a  l o  h a c e n  un  60% de l o s  m ism os .  
Si n  e m b arg o ,  en  a u s e n c i a  d e l  a n t i b i o t i c o ,  l a  a d i c i o n  de G no m o d i f i ­
ed s u s t a n c i a l m e n t e  l a  p o l i m e r i z a c i d n  no e n z i m â t i c a  de  l a s  c a d e n a s  ( l i ­
n e a s  1 y  2 ) ,  t a l  como h a b ia m o s  o b s e r v a d o  en  e l  e x p é r i m e n t e  de  l a  Ta­
b l a  4 . IX ( l i n e a  6 ) .
La v i o m i c i n a  se  h a b i a  c o n s i d e r a d o  h a s t a  l a  f e c h a  como un  
a n t i b i d t i c o  que no i n t e r f e r i a  con  e l  p r o c e s o  de r e c o n o c i m i e n t o  d e l  
a m i n o a c i l - t R N A ,  p u e s t o  que no p a r e c i a  i n d u c i r  e r r o r e s  en  l a  l e c t u r a  
d e l  m e n s a j e r o  en  un  s i s t e m a  de s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  d i r i g i d o  p o r  
h o m o p o l i n u c l e o t i d o s  s i n t é t i c o s  ( D a v i e s  y c o l s . ,  196 5 ;  T ana k a  e I g u s a ,  
1 9 6 8 ) .  Si n  em bargo ,  en  e x p e r i m e n t o s  p r e l i m i n a r e s ,  comprobamos que e s ­
t e  a n t i b i d t i c o  e s t i m u l a  p o r  s i  s o l o  l a  f i j a c i d n  de Tyr-tRNA*^^^ a l  
c o m p le jo  A c P h e - tR N A ^ ^ ® * r ib o s o m a s * p o l i ( U ) . La v i o m i c i n a  r e s u l t d  s e r  
t a n  e f i c i e n t e  en  l a  i n d u c c i d n  de e s t a  f i j a c i d n  e r r d n e a ,  como a l g u n o s  
a n t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  y c o n c r e t a m e n t e  mas e f i c i e n t e  que l a  
e s t r e p t o m i c i n a  ( d a t o s  no m o s t r a d o s ) .
Comprobada l a  e s t i m u l a c i d n  de l a  f i j a c i d n  d e l  Tyr-tRNA p o r  
l a  v i o m i c i n a ,  examinamos e l  e f e c t o  d e l  a n t i b i d t i c o  en  l a  p o l i m e r i z a -
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T a b l a  4 . X I I I , -  E f e c t o  de l a  v i o m i c i n a  10 yCiM y e l  f a c t o r  G 120 yug/ml
en l a  s i n t e s i s  de o l i g o p é p t i d o s  en e l  c o m p le jo  
Ac [^^c] Phe- tR N A ^^® * r ibo so m a* p o l i (U) p r o m o v id a  p o r  
pH] T y r - tR N A ^ y r .
A d i c i o n e s
% Ac [^^C] P h e - (  pH] T y r ) ^
n = l =2 >2
N in g u n a 7 6 , 9 1 2 , 1 11
EF-G 6 7 , 7 2 1 , 0 1 1 , 3
V i o m i c i n a 92 5 , 5 2 , 5
V i o m i c i n a  + EF-G 39 29 32
E l  e x p e r i m e n t o  s e  r e a l i z e  como se  i n d i c a  en  Métodos ( I I I . 5) 
s a l v o  que  l a s  m e z c l a s  de f i j a c i o n  de [^h ] Tyr-tRNA*^^^ c o n t e n i a n  ademas 
de e s t r e p t o m i c i n a  6 l o s  c o m p o n e n te s  i n d i c a d o s  en l a  T a b l a .  A l o s  
10 min de  i n c u b a c i o n  s e  s a c a r o n  p o r c i o n e s  de  100 yul de l a s  m e z c l a s  y 
d e s p u é s  de  l a  h i d r o l i s i s  a l c a l i n a  a  37-C ,  s e  s o m e t i e r o n  a  e l e c t r o f o -  
r e s i s  en  p a p e l  como se  d e s c r i b e  en  I I I . 5. E l 100% de a c t i v i d a d  r e p r é ­
s e n t a  2 0 8 0 -2 5 4 0  cpm de r a d i a c t i v i d a d  r e c u p e r a d a  en  fo rm a  de o l i g o ­
p é p t i d o s  d e l  p a p e l  e l e c t r o f o r é t i c o .
T a b l a  4 . X IV . -  E f e c t o  de l a  v i o m i c i n a  y de EE-G en  l a  s i n t e s i s  p o l i ­
p e p t i d i c a  en  e l  c o m p l e j o  Ac p '^c]Phe- tR N A ^^® *ribosom a*  
* p o l i ( U )  p r o m o v id a  p o r  [^h]  Tyr-tRNA*^^^ y [^H] Phe-tRNA^^?
A d i c i o n e s  
a  l a  m e z c l a
aa-tRNA 
u t  i l i z a d o
Ac
n = l
P h e - (  pH] 
=2
a a ) n
93
’ %
V i o m i c i n a [^h]  T y r - tR N A ^y f 93 2 5
V i o m i c i n a  + EF-G pH ] Tyr- tRN A^y^ 45 18 37
V i o m i c i n a P h]  Phe-tRNA^^® 97 1 2
V i o m i c i n a  + EF-G [ ^ h]  Phe-tRNA^^® 69 19 12
EF-G p n ]  Phe-tRNA^^® 40 11 49
E l  e n s a y o  de f i j a c i o n  de [^H jTyr- tRN A ^^^  o Phe-tRNA^^® 
s e  r e a l i z e  como en  I I I . 5, e x c e p t o  que se  o m i t i o  l a  e s t r e p t o m i c i n a  de
l a s  m e z c l a s  de r e a c c i o n .  A l o s  10 min de i n c u b a c i o n  se  s a c a r o n  p o r c i o ­
n e s  de 1 2 0 yul  de l a s  m e z c l a s  de f i j a c i o n  y s e  s u p l e m e n t a r o n  con  30 
yUg/ml de  EF-G, c o n t i n u a n d o  l a  i n c u b a c i o n  10 min a  309 0 .  E l  r e s t o  d e l  
e x p e r i m e n t o  se  r e a l i z e  de f o r m a  s i m i l a r  a l  de  l a  T a b l a  4 . X I I I .  E l  100% 
r e p r é s e n t a  1 1 7 0 -1 5 8 0  cpm de r a d i a c t i v i d a d  r e c u p e r a d a  como o l i g o ­
p é p t i d o s  d e l  p a p e l  de e l e c t r o f o r e s i s .
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c i o n  ( p r o m o v id a  p o r  EF-G) d e l  Ac P h e - p H ]  Tyr- tRN A^^^  en  un  e x p e ­
r i m e n t o  s i m i l a r  a l  de l a  T a b l a  4 . X I I I  p e r o  o m i t i e n d o  l a  e s t r e p t o m i c i ­
n a  de  l a  m e z c l a  de  r e a c c i d n .  En e s t a  o c a s i d n  s e  e s t u d i o  en  p a r a l e l o  
e l  c o m p o r t a m i e n t o  d e l  p e p t i d i l - t R N A  c o d i f i c a d o ,  Ac p^C ] P h e - p H ]  P h e -  
-tRNA^^®, en  p r e s e n c i a  de v i o m i c i n a .  Los r e s u l t a d o s  s e  m u e s t r a n  en  l a  
T a b l a  4 . XIV donde en  l a s  l i n e a s  1 y 2 podemos a p r e c i a r  que e l  f a c t o r  
G en  p r e s e n c i a  de l a  v i o m i c i n a  prom ueve  l a  p o l i m e r i z a c i d n  d e l  d i p e p -  
t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o ,  de t a l  fo rm a  que e l  5% de  t e t r a -  
p e p t i d o s  y  p é p t i d o s  m ay o re s  e n c o n t r a d o s  en  a u s e n c i a  de G, a u m e n ta r o n  
h a s t a  u n  37% en  s u  p r e s e n c i a .
En c o n t r a s t e ,  e l  f a c t o r  en  p r e s e n c i a  de  l a  v i o m i c i n a  i n d u -  
j o  en  m ucha m ener  e x t e n s i d n  l a  p o l i m e r i z a c i d n  d e l  d i p e p t i d i l - t R N A  c o -  
r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o  ( t a n  s o l o  un  12% de t e t r a p é p t i d o s  y p é p t i d o s  
de m ayor  l o n g i t u d ,  l i n e a  4 ) , t a l  como d e b e r i a m o s  e s p e r a r  p o r  l a  a c c i d n  
i n h i b i d o r a  d e l  a n t i b i d t i c o  en  t r a n s l o c a c i d n .  C o n s e c u e n t e m e n t e ,  l a  om i-  
s i d n  de l a  v i o m i c i n a  ( l i n e a  5) aum en td  c o n s i d e r a b l e m e n t e  l a  p r o p o r c i ô n  
de c a d e n a s  de c u a t r o  o mas r e s i d u e s  de f e n i l a l a n i n a .
Comparando l a s  l i n e a s  2 ,  4 y  5 de l a  T a b l a  4 . XIV, podemos 
c o n c l u i r  que l a  e x t e n s i d n  de  l a  p o l i m e r i z a c i d n  o b s e r v a d a  con  e l  
Ac p^C ] P h e -  pH] T y r - t R N A ^ ^  en  p r e s e n c i a  de l a  v i o m i c i n a  y EF-G, f u é  
p a r e c i d a  a  l a  que s e  o b tu v o  c o n  e l  Ac p ^ c ]  P h e - p H ]  Phe-tRNA^^® y EF-G, 
p e r o  s i n  e l  a n t i b i d t i c o  (37% y 49% de c a d e n a s  de tam aho  i g u a l  o s u ­
p e r i o r  a  t e t r a p é p t i d o s ,  r e s p e c t i v a m e n t e ) . E s t o s  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  
que l a  v i o m i c i n a  a u m e n ta  l a  a f i n i d a d  d e l  d i p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e o  p o r  
e l  s i t i o  r i b o s d m i c o  A, o c a s i o n a n d o  que e l  c o m p o r t a m i e n t o  de e s t e  l i ­
gando  e n  e l  c i c l o  de p o l i m e r i z a c i d n ,  s e  a s e m e j e  a l  d e l  d i p e p t i d i l - t R N A  
c o r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o  en  a u s e n c i a  d e l  a n t i b i d t i c o .
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I V . 3 . 5 . 2 .  E f e c t o  de l a  v i o m i c i n a  en  l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  d i p e p t i ­
d i l - tR N A  c o r r e c t a  y e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o
E l  e f e c t o  s e l e c t i v o  de l a  v i o m i c i n a  en l a  t r a n s l o c a c i o n  
d e l  d i p e p t i d i l - t R N A ,  c o r r e c t o  y e r r o n e o ,  s e  p u so  t a m b i ë n  de  m a n i f i e s -  
t o  a l  e s t u d i a r  en  p r e s e n c i a  d e l  a n t i b i o t i c o ,  l a  c i n é t i c a  de t r a n s l o ­
c a c i o n  d e p e n d i e n t e  de EF-G y GTP m e d id a  p o r  l a  r e a c c i o n  de uno y o t r o  
l i g a n d o  con l a  p u r o m i c i n a .
En l a  F i g u r a  4 . 1 8  o b se rv a m o s  que l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  
A c ( P h e )2"tRNA^^® f u é  i n h i b i d a  e n e r g i c a m e n t e  p o r  e l  a n t i b i o t i c o ,  e s p e -  
c i a l m e n t e  a  t i e m p o s  c o r t o s  de  i n c u b a c i o n .  A t i e m p o s  mas l a r g o s ,  u n a  
e s c a s a  t r a n s l o c a c i o n  r e s i d u a l  ( l a  i n h i b i c i o n  p o r  e l  a n t i b i o t i c o  no , 
e r a  d e l  t o d o  c o m p l é t a )  movio  e l  p e p t i d i l - t R N A  a l  s i t i o  P.  E s t a  t r a n s ­
l o c a c i o n  r e s i d u a l  p o d r i a  e x p l i c a r  l a  l i g e r a  p o l i m e r i z a c i o n  o b t e n i d a  
en  e l  e x p e r i m e n t o  de l a  T a b l a  4 . X I I I ,  l i n e a  3 .
P o r  e l  c o n t r a r i o ,  l a  m ayor  p a r t e  d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a ­
m en te  c o d i f i c a d o ,  r e a c c i o n o  r a p i d a m e n t e  co n  l a  p u r o m i c i n a  de t a l  f o r ­
ma que  en l o s  2 p r i m e r o s  m i n u t o s  de l a  r e a c c i o n ,  l a  t r a n s l o c a c i o n  f u é  
un  o r d e n  de m a g n i t u d  s u p e r i o r  a  l a  d e l  s u s t r a t o  c o d i f i c a d o .  L as  m a x i -  
mas c o t a s  de A c P h e - T y r - p u r o m i c i n a  s e  a l c a n z a r o n  a  l o s  4 min de i n c u b a ­
c i o n  con  d i c h o  c o m p u e s to .  E s t a  c i n é t i c a  de  t r a n s l o c a c i o n  r é s u l t a  muy 
s i m i l a r  a  l a  o b t e n i d a  p r e v i a m e n t e  en  l a  t r a n s l o c a c i o n  d e l  AcPhe-tRNA 
en  a u s e n c i a  de a n t i b i o t i c o s  ( F i g u r a  4 . 6 )  y  a p o y a  u n a  v e z  mas l a  s u -  
g e r e n c i a  s o b r e  l a s  s e m e j a n z a s  e n t r e  e l  c o m p o r t a m i e n t o  d e l  p e p t i d i l -  
-tRNA e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o  en  p r e s e n c i a  de l a  v i o m i c i n a  y d e l  c o ­


















TJEMPO (m in )
F i g u r a  4 . 1 8 . -  E f e c t o  de l a  v i o m i c i n a  en l a  t r a n s l o c a c i d n  de  Ac [^^c] Phe-  
-  [^h]  T yr- tR N A^^^  ( 0 )  y de Ac Phe-[^H ]Phe- tR N A ^^®  ( • ) .  
La f i j a c i d n  de  aa-tRNA a l  c o m p l e j o  Ac Phe-tRNA*
• r i b o s o m a * p o l i ( U )  s e  r e a l i z d  como en  I I I . 5, en  p r e s e n c i a  
de  v i o m i c i n a  10 D e sp u e s  de  l a  f i j a c i d n ,  l a s  m e z c l a s  
de r e a c c i d n  (200  yal) s e  s u p l e m e n t a r o n  con  2 5 yVg de EF-G 
y 0 , 4 5  mM de p u r o m i c i n a  y se  i n c u b a r o n  a  5090 .  A l o s  
t i e m p o s  i n d i c a d o s  s e  d e t e r m i n d  en  a l i c u o t a s  de 50 j j l  de 
l a s  m e z c l a s ,  e l  p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  s i n t e t i z a d o  p o r  e x -  
t r a c c i d n  a  pH 5 en  a c e t a t o  de e t i l o .  Al com ienzo  de l a
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F i g u r a  4 . 1 8 . -  ( c o n t i n u a c i o n ) .
r e a c c i o n  con  l a  p u r o m i c i n a , l a  r a d i a c t i v i d a d  f i j a d a  a
r i b o s o m a s  en  a l i c u o t a s  de 30 ^ul de c a d a  m e z c l a  f u é :
0 , 7 6  y 0 ,9 3  pmol de p r o d u c t o s  m a rc a d o s  con d e s p u e s
de f i j a r  Tyr-tRNA y Pbe-tRNA r e s p e c t i v a m e n t e  y 3 ,2  pmol
■5
de p r o d u c t o s  m a r c a d o s  con  H en  ambos c a s o s .
— 1 66 —
IV . 3 . 6 .  D i s c u s i o n
Hemos comprobado  que e n  p r e s e n c i a  de un  a n t i b i d t i c o  a m in o -  
g l i c o s i d i c o ,  r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con  p o l i ( U )  y con  e l  s i t i o  P o c u -  
p ado  con  AcPhe-tRNA , p u e d e n  f i j a r  un  a m in o a c i l - tR N A  i n c o r r e c t a m e n -  
t e  c o d i f i c a d o  como e l  Tyr-tRNA*^^^ ( c u y o  a n t i c o d d n  e s  GUA). E s t a  f i j a ­
c i d n ,  d e p e n d i e n t e  de EP-Tu y GTP, o c u r r e  en  e l  s i t i o  r i b o s d m i c o  A y 
d a  l u g a r  a  l a  s i n t e s i s  d e l  A cP h e -T y r - tR N A ^^^ .  E l  d i p e p t i d i l - t R N A  s i n ­
t e t i z a d o ,  no p e rm a n e c e  en  e l  s i t i o  a c e p t o r  d e s p u e s  de l a  s i n t e s i s ;  
mas de u n  60% se  d e s p r e n d e  d e l  r i b o s o m a  y  e l  40% que p e rm a n ec e  f i j a d o  
s e  d e s p l a z a  a l  s i t i o  P, p u e s t o  que en  a u s e n c i a  de EE-G r e a c c i o n a  con  
e l  a n t i b i d t i c o  p u r o m i c i n a .  P o r  o t r o  l a d o ,  u n a  p a r t e  a p r e c i a b l e  de l o s  
r i b o s o m a s  que c o n t i e n e n  A cP he -T yr - tR N A ^^^ ,  f i j a n  p o s t e r i o r m e n t e  u n a  o 
mas m o l e c u l a s  de T y r - t R N A ^ ^  y s i n t e t i z a n  t r i p é p t i d o s  u  o l i g o p é p t i d o s  
de m ayor  ta m a h o ,  i n d i c a n d o  que en  e s t o s  r i b o s o m a s  e l  p e p t i d i l - t R N A  e -  
r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o  t r a n s l o c a  e f i c i e n t e m e n t e  d e l  s i t i o  A a l  P s i n  
r e q u e r i m i e n t o  d e l  f a c t o r  de  p o l i m e r i z a c i d n  G. La F i g u r a  4 . 1 9 ,  m u e s t r a  
e s q u e m a t i c a m e n t e  e l  c o m p o r t a m i e n t o  d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c o ­
d i f i c a d o ,  s e g u n  e l  m odelo  c o n f e c i o n a d o  a  p a r t i r  de l o s  h e c h o s  e x p é r i ­
m e n t a l e s  o b s e r v a d o s .
E s t e  c o m p o r t a m i e n t o  d i f i e r e  de e l  d e l  p e p t i d i l - t R N A  c o d i f i ­
c a d o ,  A c ( P h e )2“ tRNA^^®, s i n t e t i z a d o  en  u n a  m e z c l a  de r e a c c i d n  p a r a l e -  
l a ,  e l  c u a l  p e rm a n e c e  e s t a b l e m e n t e  f i j a d o  en  e l  s i t i o  A p r e c i s a n d o  
d e l  f a c t o r  G p a r a  t r a n s l o c a r  a l  s i t i o  P y p a r a  l a  s u b s i g u i e n t e  p o l i ­
m e r i z a c i d n  con  n u e v a s  m o l é c u l a s  de  Phe-tRNA^^®, E s t e  c o n t r o l ,  c o n s t i ­
t u t e  l a  p r u e b a  mas e v i d e n t e  de que l a  t r a n s l o c a c i d n  no e n z i m a t i c a  d e l  
p e p t i d i l - t R N A  e r r d n e o ,  no s e  d e b e  a  u n a  c o n t a m i n a c i d n  de EF-G o a  c u a l -
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q u i e r  a r t e f a c t o  de n u e s t r o  s i s t e m a  e x p e r i m e n t a l .
P o r  e l  momento d e sc o n o c e m o s  s i  e s t a  t r a n s l o c a c i o n  no e n z i ­
m a t i c a  v a  a s o c i a d a  a  un  m o v im ie n to  c o r r e c t o  d e l  RNA m e n s a j e r o  y s i  
t r a n s c u r r e  p o r  un  m ecanism o s i m i l a r  a l  de l a  t r a n s l o c a c i o n  no e n z im a ­
t i c a  d e l  (Phe)^- tRNA^^® i n d u c i d a  p o r  p a r a c l o r o m e r c u r i b e n z o a t o ,  d e s c r i -  
t a  p o r  G a v r i l o v a  y S p i r i n  (1 9 7 1 )  y P e s t k a  ( 1 9 6 8 ) .
S i  como p a r e c e  e v i d e n t e ,  e l  A cPhe-Tyr- tR N A ^^^  s e  r e t i e n e  
d e b i l m e n t e  en  e l  s i t i o  A, s u  c a p a c i d a d  p a r a  t r a n s l o c a r  en  a u s e n c i a  de 
EF-G s u g i e r e  que e l  p r i n c i p a l  p a p e l  d e l  f a c t o r  en  l a  t r a n s l o c a c i d n  
pued e  s e r  d e s e s t a b i l i z a r  l a  f u e r t e  f i j a c i d n  a l  s i t i o  A d e l  p e p t i d i l -  
-tRNA c o d i f i c a d o .  E s t a  d e s e s t a b i l i z a c i d n ,  p o d i a  r e s u l t a r  de l a  compe- 
t e n c i a  e n t r e  e l  EF-G y e l  p e p t i d i l - t R N A  p o r  u n a  u n i c a  a r e a  r i b o s d m i c a  
( M o d o l e l l  y  V a zq u e z ,  1 9 7 5 ) ,  o b i e n  d e b e r s e  a  u n a  m o d i f i c a c i d n  a l o s t d -  
r i c a  de l a  c o n f o r m a c i d n  d e l  s i t i o  A, p r o m o v id a  p o r  l a  f i j a c i d n  de  EF-G. 
D esp u e s  de l a  d e s e s t a b i l i z a c i d n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  c o d i f i c a d o ,  l a  a l t a  
a f i n i d a d  de  e s t e  l i g a n d o  p o r  e l  s i t i o  P, f a c i l i t a r i a  s u  t r a n s l o c a c i d n .
La d e b i l  f i j a c i d n  a l  s i t i o  A d e l  A cPhe-Tyr- tR N A ^^^  c o n t r a s ­
t a  co n  l a  d e l  Tyr- tRN A ^^^  que s e  f i j a  f u e r t e m e n t e  a  e s t e  s i t i o  r i b o s o -  
mico  c uando  e l  s i t i o  P e s t a  l i b r e  u  ocupado  con  tRNA^^® d e s a c i l a d o  
(Campuzano y c o l s . ,  1 9 7 9 b ) . En p r i n c i p i o ,  no e n c o n t r a m o s  r a z o n e s  p a r a  
a s u m i r  que l a  i n t e r a c c i d n  c o d d n - a n t i c o d d n  s e a  mas e s t a b l e  en  un  c a s o  
que en  e l  o t r o .  En c o n s e c u e n c i a  s u g e r i m o s  que l a  d i s t i n t a  e s t a b i l i d a d  
de  l o s  d o s  l i g a n d o s  en  e l  s i t i o  A, puede  d e b e r s e  a  l a  i n t e r a c c i d n  d e l  
Tyr- tRNA^y^ con  l a  r e g i d n  r i b o s d m i c a  en  c o n t a c t e  co n  e l  e x t r e m e  3 ’ a -  
m i n o a c i l a d o  d e l  tRNA, e l  c e n t r e  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a .  La c o r r e c t a  i n ­
t e r a c c i d n  d e l  Tyr- tRNA^y^ co n  e s t a  r e g i d n ,  p a r e c e  s e r  e s e n c i a l  p a r a  
l a  e s t a b i l i d a d  de e s t e  l i g a n d o  en e l  r i b o s o m a ,  como l o  d e m u e s t r a n  v a -
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r i o s  h e c h o s  o b s e r v a d o s .  En e f e c t o ,  l o s  a n a l o g o s  no h i d r o l i z a b l e s  d e l  
GTP (GppCHgP y GppNHp) so n  i n e f e c t i v o s  en  l a  f i j a c i d n  d e l  Tyr-tRNA 
( d a t o s  no m o s t r a d o s )  p o s i b l e m e n t e  d e b i d o  a  que e l  a m in o a c i l - tR N A  f i ­
j a d o  en  p r e s e n c i a  de e s t o s  a n a l o g o s ,  t i e n e  e l  e x t r e m e  3 '  t e r m i n a l  f u e -  
r a  d e l  s i t i o  a c e p t o r  de l a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a ;  p o r  o t r a  p a r t e ,  l a  
h i g r o m i c i n a  A, v e r n a m i c i n a  A y e s p a r s o m i c i n a ,  t o d o s  e l l e s  i n h i b i d o r e s  
de  l a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a  que im p id e n  l a  i n t e r a c c i d n  de s u s t r a t o s  mo­
d è l e s  c o n  e l  s i t i o  a c e p t o r  de l a  e n z im a  y  p r o b a b l e m e n t e  i n t e r f i e r e n  
con  l a  f i j a c i d n  d e l  a m in o a c i l - tR N A  en e s t e  s i t i o ,  i n h i b e n  l a  . f i j a c i d n  
d e l  T yr- tRN A ^y^  p e r o  no l a  d e l  c o r r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o ,  Phe-tRNA^^®.
a C u a l  e s  e l  s i g n i f i c a d o  f i s i o l d g i c o  d e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  
A cPhe -T yr - tR N A ^y^  d e l  r i b o s o m a ,  o b s e r v a d o  i n  v i t r o ? .  Se s a b e  d e s d e  h a -  
c e  a l g u n o s  a h o s ,  que e l  p e p t i d i l - t R N A  o c a s i o n a l m e n t e  s e  d i s o c i a  d e l  r i ­
bosoma d u r a n t e  l a  s i n t e s i s  de  p r o t e i n a s  i n  v i v o  ( M e n n i n g e r , 1 9 7 6 ) .  Ade­
mas,  d u r a n t e  e l  c r e c i m i e n t o  en  un  medio  c a r e n t e  de a m i n o a c i d o s ,  aumen­
t a  d i f e r e n c i a l m e n t e  l a  d i s o c i a c i d n  de c l a s e s  e s p e c i f i c a s  de p e p t i d i l -  
tRNA ( C a p l a n  y M e n n i n g e r , 1 9 7 9 ) .  E s t a s  o b s e r v a c i o n e s  h a n  l l e v a d o  a  p r o -  
p o n e r  u n  m ecan ism o r i b o s d m i c o  p o r  e l  c u a l  l o s  p e p t i d i l - t R N A s  e r r o n e a ­
m en te  c o d i f c a d o s  so n  r e c o n o c i d o s ,  d e s p r e n d i d o s  d ~ l  r i b o s o m a  y p o s t e r i o r  
m en te  d e g r a d a d o s  p a r a  i m p e d i r  l a  t e r m i n a c i d n  y a c u m u l a c i d n  de p r o t e i n a s  
e r r o n e a m e n t e  t r a d u c i d a s .
E l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  p e p t i d i l - t R N A  i n c o r r e c t a m e n t e  c o d i ­
f i c a d o  o b s e r v a d o  p o r  n o s o t r o s  s u g i e r e  que t a l  m ecanism o de c o r r e c c i d n  
de  e r r o r e s  en  l a  t r a d u c c i d n  puede  b a s a r s e  en  u n a  d i s m i n u c i d n  de l a  a f i ­
n i d a d  d e l  s i t i o  r i b o s d m i c o  A p o r  l o s  p e p t i d i l - t R N A s  c u y a s  i n t e r a c c i o -  
n e s  c o d o n - a n t i c o d o n  s e a n  e r r o n e a s .
1
S i  l a s  i n t e r a c c i o n e s  c o d o n - a n t i c o d o n  c o r r e c t a s  p rom ueven
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c am b io s  c o n f o r m a c i o n a l e s  en  l a  m o l e c u l a  de tRNA (Wagner y G a r r e t ,
1978)  p a r e c e  l o g i c o  p e n s a r  que l a s  i n t e r a c c i o n e s  e r r o n e a s  s e a n  i n c a -  
p a c e s  de  i n d u c i r  l o s  c a m b io s  c o n f o r m a c i o n a l e s  n e c e s a r i o s  p a r a  e s t a b i ­
l i z a r  l a  f i j a c i d n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o  en e l  s i ­
t i o  A, f a c i l i t a n d o  p o r  c o n s i g u i e n t e  su  d e s p r e n d i m i e n t o .
Un f u t u r o  o b j e t o  de n u e s t r o  t r a b a j o  s e r a  a v e r i g u a r  s i  o t r o s  
p e p t i d i l - t R N A s  d i s t i n t o s  a  l o s  que c o n t i e n e n  tRNA^^^ t a m b i e n  se  d e s -  
p r e n d e n  e s p o n t a n e a m e n t e  d e l  r i b o s o m a  d u r a n t e  l a  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i ­
c a ’’ i n ^ y i t r o "  .
Hemos o b s e r v a d o  que l a  t r a n s l o c a c i d n  no e n z i m a t i c a  y e l  
d e s p r e n d i m i e n t o  e s p o n t a n e o  d e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o ,  
s e  i n h i b e n  p o r  e l  a n t i b i d t i c o  v i o m i c i n a  (u n  i n h i b i d o r  de l a  t r a n s l o c a ­
c i d n  que im p id e  l à  s a l i d a  d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  A ( M o d o l e l l  y 
V a z q u e z ,  1 9 7 7 ) ) . A d i f e r e n c i a  de  l o  que o c u r r e  con  e l  p e p t i d i l - t R N A  c o ­
d i f i c a d o ,  e n  p r e s e n c i a  de l a  v i o m i c i n a  y E F - G , t i e n e  l u g a r  l a  t r a n s l o ­
c a c i d n  d e l  AcPhe-Tyr- tRN A ^y^  y l a  p o l i m e r i z a c i d n  de l a s  c a d e n a s  p e p -  
t i d i c a s  con  T y r - t R N A c o m o  s u s t r a t o .  La e x t e n s i d n  de  e s t a  p o l i m e r i ­
z a c i d n  e s  c o m p a r a b l e  a  l a  a l c a n z a d a  con  e l  p e p t i d i l - t R N A  c o d i f i c a d o  
y Phe-tRNA^^® como s u s t r a t o ,  p e r o  s i n  a n t i b i d t i c o .  En a d i c i d n  a  e s t o s  
e f e c t o s ,  l a  v i o m i c i n a  i n d u c e  l a  f i j a c i d n  d e l  Tyr- tRNA^^^ a  r i b o s o m a s  
p r o g r a m a d o s  con  p o l i ( U )  t a n  e f i c i e n t e m e n t e  como l o s  a n t i b i d t i c o s  am i­
n o g l i c o s i d i c o s  e n s a y a d o s .
E s t o s  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  que l a  i n t e r f e r e n c i a  de l a  v i o ­
m i c i n a  c o n  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  puede  e x p l i c a r s e  p o r  un  i n c r e m e n -  
t o  de  l a  a f i n i d a d  d e l  s i t i o  A p o r  e l  a m i n o a c i l - t R N A .  A s i ,  con  e l  p e p -  
t i d i l - t R N A  c o d i f i c a d o  (q u e  s e  f i j a  e s t a b l e m e n t e  a l  s i t i o  A) e l  r e f u e r -  
zo de  l a  i n t e r a c c i d n  c o n d u c e  a  l a  i n c a p a c i d a d  p a r a  t r a n s l o c a r  a l  s i t i o
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P en p r e s e n c i a  de EP-G, S i n  em bargo ,  con  e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e o ( q u e  
se  f i j a  d e b i l m e n t e  a l  s i t i o  A) e l  i n c r e m e n t o  de l a  a f i n i d a d ,  e s t a -  
b i l i z a  l a  f i j a c i d n  en  m ener  m e d id a ,  l o  c u a l  im p id e  l a  t r a n s l o c a c i d n  
no e n z i m a t i c a  y e l  d e s p r e n d i m i e n t o  e s p o n t a n e o ,  p e r o  p e r m i t e  l a  t r a n s ­
l o c a c i d n  de  e s t e  l i g a n d o ,  p r o m o v id a  p o r  EF-G.
E l  h e c h o  de que l a  v i o m i c i n a  i n h i b a  l a  f i j a c i d n  de  f - m e t -  
-tRNA a  l a  s u b u n i d a d  303 ( L i e u  y T a n a k a ,  1 9 7 6 ) , e s  d i f i c i l  de r é c o n c i ­
l i e r  con  n u e s t r a  e x p l i c a c i d n ,  p e r o  e s  p o s i b l e  que l a  i n h i b i c i d n  de l a  
i n i c i a c i d n  y e l  i n c r e m e n t o  de l a  a f i n i d a d  d e l  s i t i o  A p u e d a n  d e b e r s e  
a  d i s t i n t a s  i n t e r a c c i o n e s  d e l  a n t i b i d t i c o  con  e l  r i b o s o m a ,  y a  que se  
h a  d e s c r i t o  que l a  v i o m i c i n a  t i e n e  a l  mènes un  s i t i o  de f i j a c i d n  en  
c a d a  s u b u n i d a d  d e l  mismo (Misumi y c o l s . ,  1 9 7 8 ) .
C O N C L U S I O N E S
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Hemos e s t u d i a d o  e l  e f e c t o  de l a  h i g r o m i c i n a  B y o t r o s  a n ­
t i b i o t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s  que i n d u c e n  e r r o r e s  en  l a  l e c t u r a  d e l  
m e n s a j e  g e n ë t i c o ,  en  l a s  d i s t i n t a s  e t a p a s  d e l  c i c l o  de  p o l i m e r i z a c i o n  
de l a  s i n t e s i s  p r o t ë i c a .  Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  n o s  h a n  l l e v a d o  a  
i n v e s t i g a r  e l  m ecanism o p o r  e l  c u a l  u n  a m in o a c i l - tR N A  e r r o n e a m e n t e  c o ­
d i f i c a d o  (T yr- tR N A ^y^)  f i j a d o  a  r i b o s o m a s  p r o g r a m a d o s  con  p o l i ( U ) ,  se  
i n c o r p o r a  en  u n a  c a d e n a  p r o t ë i c a .  Las  p r i n c i p a l e s  c o n c l u s i o n e s  o b t e -  
n i d a s  h a n  s i d o  l a s  s i g u i e n t e s ;
1 . -  E l  a n t i b i o t i c o  a m i n o g l i c o s i d i c o  h i g r o m i c i n a  B i n h i b e  l a
t r a n s l o c a c i o n ,  d e p e n d i e n t e  de EF-G y GTP, d e l  AcPhe-tRNA y d e l  p e p t i -
d i l - t R N A  e n do g en o  de  E. c o l i , e s t u d i a d a  como u n a  e t a p a  a i s l a d a  d e l  
c i c l o  de p o l i m e r i z a c i o n .
2 . -  La h i g r o m i c i n a  B, s i n  em bargo ,  no a f e c t a  s u s t a n c i a l m e n ­
t e  l a  c a n t i d a d  de a m in o a c i l - tR N A  que se  f i j a  a l  s i t i o  r i b o s o m i c o  A,
n i  l a  a c t i v i d a d  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a  d e l  r i b o s o m a .
3 . -  Al a f l a d i r  e l  a n t i b i o t i c o  a  un  s i s t e m a  i n  v i t r o  que e s ­
t a  s i n t e t i z a n d o  a c t i v a m e n t e  p o l i p ë p t i d o s ,  s e  i n h i b e  i n m e d i a t a m e n t e  l a  
s i n t e s i s  y e l  p e p t i d i l - t R N A  q u e d a  r e t e n i d o  en  e l  s i t i o  a c e p t o r .  C o n se ­
c u e n t e m e n t e ,  p roponem os  que l a  i n h i b i c i o n  de l a  p o l i m e r i z a c i o n  de l a  
c a d e n a  p e p t i d i c a  p o r  l a  h i g r o m i c i n a  B se  d e b e ,  a l  mènes en  p a r t e ,  a l  
b l o q u e o  de l a  t r a n s l o c a c i o n .
4 . -  En u n  s i s t e m a  de s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  d i r i g i d o  p o r  
p o l i ( U ) ,  l a  h i g r o m i c i n a  B i n h i b e  l a  t r a n s l o c a c i o n  y l a  s i n t e s i s  e i n ­
d u c e  s i m u l t a n é a m e n t e  l a  i n c o r p o r a c i o n  de un  a m i n o â c i d o  e r r o n e a m e n t e  
c o d i f i c a d o .  E s t a  d o b l e  a c c i o n  d e l  a n t i b i o t i c o  s u g i e r e  u n a  r e à a c i o n  e n ­
t r e  l o s  c o m p o n e n te s  r i b o s o m i c o s  i m p l i c a d o s  en e l  r e c o n o c i m i e n t o  d e l
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a m i n o a c i l - t R N A  y en l a  t r a n s l o c a c i o n .
5 . -  A c o n c e n t r a c i o n e s  f u e r t e m e n t e  i n h i b i d o r a s  p a r a  l a  
t r a n s l o c a c i o n ,  l a  h i g r o m i c i n a  B no i n t e r f i e r e  con  l a  i n t e r a c c i d n  d e l  
EF-G con  e l  r i b o s o m a ,  n i  b l o q u e a  e l  s i t i o  r i b o s d m i c o  P,  p e r o  s i  i n h i ­
be d r a s t i c a m e n t e  l a  s i n t e s i s  no e n z i m â t i c a  de p o l i f e n i l a l a n i n a  y e l  
d e s p r e n d i m i e n t o  d e l  AcPhe-tRNA d e l  s i t i o  a c e p t o r  d e l  r i b o s o m a .  E s t o s  
r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  que e l  a n t i b i d t i c o  i n t e r f i e r e  co n  l a  t r a n s l o c a c i d n
i
i m p i d i e n d o  l a  s a l i d a  d e l  p e p t i d i l - t R N A  d e l  s i t i o  A. E s t e  m ecanism o de 
i n h i b i c i d n  e s  muy s i m i l a r  a l  de l a  v i o m i c i n a ,  un  i n h i b i d o r  de t r a n s l o ­
c a c i d n ,  no r e l a c i o n a d o  e s t r u c t u r a l m e n t e  con  l a  h i g r o m i c i n a  B y que 
t a m b i e n  i n d u c e  e r r o r e s  en  l a  s e l e c c i d n  d e l  a m i n o a c i l - t R N A .
6 . -  O t r o s  a n t i b i d t i c o s  a m i n o g l i c o s i d i c o s ,  i n d u c t o r e s  de 
e r r o r e s  en  l a  l e c t u r a  d e l  m e n s a j e r o ,  p e r t e n e c i e n t e s  a  l o s  g r u p o s  de 
l a  n e o m i c i n a ,  k a n a m i c i n a  y g e n t a m i c i n a ,  i n h i b e n  t a m b i e n  l a  t r a n s l o c a ­
c i d n  e n z i m â t i c a  d e l  AcPhe-tRNA en  un  s i s t e m a  p u r i f i c a d o  y. l a  d e l  p e p -  
t i d i l - t R N A  en  un  s i s t e m a  de  s i n t e s i s  p o l i p e p t i d i c a  c o n s t i t u i d o  p o r  
p o l i s o m a s  e n d d g e n o s  de  E . c o l i .
7 . -  E l  g r a d o  de i n h i b i c i d n  de l a  t r a n s l o c a c i d n  v a r i a  con  
l o s  d i f e r e n t e s  a n t i b i d t i c o s ,  o b s e r v â n d o s e  u n a  b u e n a  c o r r e l a c i d n  con  
l a  c a p a c i d a d  de c a d a  uno p a r a  i n h i b i r  l a  p o l i m e r i z a c i d n  de  l a  c a d e n a  
p e p t i d i c a .
8 . -  En p r e s e n c i a  de u n  a n t i b i d t i c o  a m i n o g l i c o s i d i c o ,  r i b o ­
somas p r o g r a m a d o s  con  p o l i ( U )  f i j a n  e l  a m in o a c i l - tR N A  e r r o n e a m e n t e  
c o d i f i c a d o ,  T y r - tR N A ^^^ .  La f i j a c i d n  t i e n e  l u g a r  en  e l  s i t i o  r i b o s d m i ­
co A, y a  que e l  T y r - tR N A ^^ f  fo rm a  un  e n l a c e  p e p t i d i c o  con e l  AcPhe-
P V ip-tRNA p r e v i a m e n t e  f i j a d o  a l  s i t i o  P.
9 . -  A d i f e r e n c i a  d e l  Ac(Phe)^- tRNA^^® ( c o r r e c t a m e n t e  c o d i -
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f i c a d o )  e l  A cPhe-Tyr- tR N A ^^^  no p e rm a n e c e  en  e l  s i t i o  a c e p t o r  d e s p u é s  
de su  s i n t e s i s ,  s i n o  que se  d e s p r e n d e  e s p o n t a n e a m e n t e  d e l  r i b o s o m a  o 
se  d e s p l a z a  a l  s i t i o  d o n a d o r  s i n  r e q u é r i r  p a r a  e l l o  e l  EF-G. P o r  t a n -  
t o ,  e l  p e p t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o  s e  f i j a  d e b i l m e n t e  a l  s i ­
t i o  A.
1 0 . -  E l  A cPhe -T yr - tR N A ^y^ ,  p r o b a b l e m e n t e ,  s e  d e s p r e n d e  d e l  
r i b o s o m a  como t a l  p e p t i d i l - t R N A ,  y a  que e s  i n s o l u b l e  en  â c i d o  t r i c l o -  
r o a c é t i c o  f r i o ,  p e r o  e s  s o l u b l e  e n  e l  mismo a c i d o  a  909C.
1 1 . -  E l  i n h i b i d o r  de t r a n s l o c a c i o n  v i o m i c i n a ,  i n h i b e  e l  
d e s p r e n d i m i e n t o  e s p o n t a n e o  y l a  t r a n s l o c a c i o n  no e n z i m a t i c a  d e l  p e p ­
t i d i l - t R N A  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o  y ,  en  c o n s e c u e n c i a ,  e s t a b i l i z a  l a  
f i j a c i o n  de e s t e  l i g a n d o  e n  e l  s i t i o  A.
1 2 . -  En p r e s e n c i a  de EF-G, l a  v i o m i c i n a  i n h i b e  l a  t r a n s l o ­
c a c i o n  d e l  A c ( P h e )2“ tRNA, p e r o  no l a  d e l  A cPhe-Tyr- tR N A . E s t e  u l t i m o  
l i g a n d o  p o l i m e r i z a  en  p r e s e n c i a  de v i o m i c i n a  y EF-G, c a s i  t a n  e f i c i e n -  
t e m e n t e  como e l  p e p t i d i l - t R N A  c o r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o , en  a u s e n c i a  d e l  
a n t i b i o t i c o .
1 3 . -  E s t o s  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  que l o s  e f e c t o s  de l a  v i o m i ­
c i n a  en  e l  r i b o s o m a  p u e d e n  e x p l i c a r s e  p o r  u n  i n c r e m e n t o  de l a  a f i n i ­
dad  d e l  s i t i o  A p o r  e l  tRNA a c i l a d o .  D icho  i n c r e m e n t o  i n h i b e  l a  t r a n s ­
l o c a c i o n  d e l  p e p t i d i l - t R N A  c o r r e c t a m e n t e  c o d i f i c a d o  y e s t a b i l i z a  l a  
f i j a c i o n  d e l  e r r o n e a m e n t e  c o d i f i c a d o ,  a u n q u e  no l o  s u f i c i e n t e  p a r a  im­
p e d i r  s u  t r a n s l o c a c i o n .
1 4 . -  N u e s t r a  o b s e r v a c i o n  de que e l  AcPhe-Tyr- tRNA s e  d e s ­
p r e n d e  de l o s  r i b o s o m a s  d u r a n t e  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  i n  v i t r o , 
a p o r t a  un  m ecanism o de c o r r e c c i o n  de e r r o r e s  en  l a  t r a d u c c i o n ,  b a s a d o  
en  l a  d i s m i n u c i o n . d e  l a  a f i n i d a d  d e l  s i t i o  A p o r  a q u e l  p e p t i d i l - t R N A  
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